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Desenvolvimento de Métodos de Purificacdo do °’Ga e °®Ga para

a Marcacao de Biomoléculas

RENATA FERREIRA COSTA
RESUMO

H& mais de 50 anos os geradores de °®Ge/®®Ga vém sendo desenvolvidos, obtendo o
%8Ga sem a necessidade da instalacdo de um ciclotron préximo a radiofarmécia ou ao
centro hospitalar que tenha um PET/CT. O °®Ga é um emissor de pésitron com baixa
emisséo de foton (B*, 89%, 1077 keV) e meia vida de 67,7 minutos, compativel com a
farmacocinética de moléculas de baixo peso molecular, como peptideos e fragmentos
de anticorpos. Além disso, a quimica do Ga permite a ligacdo estavel com agentes
quelantes acoplados com peptideos, como o DOTA. Todas estas caracteristicas do ®®Ga
aliado a tecnologia PET/CT permitiram avancos em imagem molecular, como no
diagnéstico de doencas de origem neuroenddcrina. Entretanto, o eluato de ®Ga
proveniente dos geradores de °®Ge/°®Ga comerciais, ainda contém altos niveis de
contaminantes, como o °®Ge e outros metais que competem quimicamente com o °®Ga,
como o Fe** e Zn?* e, como consequéncia, ha reducédo do rendimento de marcacéo
com biomoléculas. Quanto menor a quantidade de impurezas no eluato, a competicao
entre o peptideo radiomarcado e peptideo ndo marcado serd menor e a qualidade de
imagem serd melhor, por isso existe a necessidade de diminuir a quantidade destes
metais. Portanto, os objetivos deste trabalho sdo avaliar os métodos de purificacdo do
%8Ga para a marcacédo de biomoléculas, com énfase no estudo das impurezas quimicas
presentes nos radiois6topos primarios, e desenvolver um método de purificacao
inédito. Diversos métodos de purificacdo foram estudados. Na purificacdo em resina
catidnica tradicional e comercial, em que o °®Ga é adsorvido em resina cati6nica e
eluido em uma solucdo de acetona/acido, a resina utilizada ndo € disponivel
comercialmente. Varias resinas catibnicas foram testadas simulando o processo
comercial, e 0 uso das menores particulas da resina catidbnica AG50W-X4 (200-400
mesh) foi a que apresentou os melhores resultados. Um método inovador foi a
cromatografia por extracdo, onde o éter diisopropilico € adsorvido em resina XAD 16 e
o ®®Ga eluido em agua deionizada. Apesar dos resultados de recuperacéo do °®Ga e a

separacdo entre o °®Ga e o °°Zn terem sido bons, ndo houve reprodutibilidade na



purificacdo dos metais. O método mais promissor e inédito foi a purificacdo do °®Ga em
resina catidbnica em meio basico que apresentou bons resultados, principalmente em
relacdo a reducdo do Zn (98 + 2)%, o contaminante quimico encontrado em maior
abundancia no eluato de °®Ga. A reducdo total de impurezas foi (95 + 4)%. Os
peptideos DOTATOC/DOTATATO foram marcados com o °®Ga em trés diferentes
formas: purificado em meio basico, por extracdo por solventes e sem a purificacdo
prévia, o melhor resultado de rendimento de marcacdo do °®Ga — DOTATATO foi obtido

ap6s a purificacdo do °®Ga em meio béasico, comprovando a eficiéncia do processo.

Palavras Chaves: Radiofarmacia, Gerador de ®®Ge-°®Ga, Purificacdo do °®Ga



Development of Methods for the Purification of ®’Ga and ®®Ga for

Biomolecules Labeling

RENATA FERREIRA COSTA

ABSTRACT

For more than fifty years, the long-lived °8Ge/°®Ga generators have been in
development, obtaining ®®Ga without the need of having in house cyclotron, which is a
considerable convenience for PET centers that have no nearby cyclotrons. ®®Ga decays
89% by positron emission and low photon emission (1077 keV) and the physical half
life of 67.7 minutes is compatible with the pharmacokinetics of low biomolecular weight
substances like peptides and antibody fragments. Moreover, its established metallic
chemistry allows it to be stably bound to the carrier peptide sequence via a suitable
bifunctional chelator, such as DOTA. All these reasons together with the technology of
PET/CT allowed advances in molecular imaging, in particular in the diagnosis of
neuroendocrine diseases. However, the eluate from the commercial °%Ge/°®Ga
generators still contains high levels of long lived °8Ge, besides other metallic
impurities, which competes with ®®Ga with a consequent reduction of the labeling yield
of biomolecules, such as Fe** and Zn?*. Thus, the lower the amount of impurities in the
eluate, the competition between the radiolabeled and unlabeled peptide by the
receptor will be smaller and the quality of imaging will be better, a subsequent
purification step is needed after the generator elution. The aim of this work is to
evaluate different purifications methods of °®Ga to label biomolecules, with emphasis
on the study of the chemical impurities contained in the eluate and to develop a new
purification method. Several purification methods were studied. Many cationic resin
were tested simulating the commercial process. ®®Ga is adsorbed in cationic resin,
which is not commercial available and eluted in acid/acetone solution. The use of minor
particles of cationic resin AG50W-X4 (200-400 mesh) showed the best results. An
innovate method was the extraction chromatography, wich is based on the absorption
of diisopropyl ether in XAD 16 and °®Ga recovery in deionized water. Although the
results regarding to ®®Ga recovery and the radiochemical separation between ®®Ga and

%Zn were excellent, there was no reproducibility on the purification of metals. The



most promising and innovative method was the ®8Ga purification performed by cationic
resin in basic media, which presented the best results, especially regarding the Zn
reduction (98 + 2)%, the chemical contaminant found in great abundance in ®®Ga
eluate. The total impurities reduction was (95 =+ 4)%. The peptides
DOTATOC/DOTATATE were labeled ®8Ga in three different forms: purified ®®Ga in basic
solution, through solvent extraction and no purified 3Ga. The best result was achieved
with DOTATATE labeling with purified ®®Ga in basic media, proving the purification

process efficiency.

Keywords: Radiopharmacy, ®Ge-°®Ga Generator, ®®Ga purification
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1. INTRODUCAO

Radiofarmacos sdo moléculas marcadas com radiois6topos usadas como
tracadores radioativos em Medicina Nuclear, tano para diagnostico como para terapia
de diversas doencas. Estes radiofarmacos sao administrados via oral, intravenosa,
intracavitaria ou por inalacdo. Em geral, radiofarmacos para diagnéstico sdo utilizados
em concentracdes muito baixas, de 10° a 10® molL™, dificilmente causando algum
tipo de efeito adverso (Buchanan et al, 1995; Liu, 2004; Melero, 2008).

Nos ultimos anos, a aplicacdo de biomoléculas marcadas com emissores de
poésitrons tem crescido no campo da oncologia (Chinol et al, 2006), principalmente pelo
uso estabelecido do tracador radioativo *®F-Fluordeoxiglicose (*®F-FDG), uma molécula
analoga da glicose marcada com o Fluor-18 (*°F, t,»,= 109,6 minutos;B = 635 keV
(97%), y= 511keV; C.E. 3%) e usada no diagndstico e na conduta preliminar de
diversas doencas. O método de deteccdo dos radionuclideos emissores de pdésitrons é a
Tomografia por Emissdo de Pdésitrons (PET) (Testanera e van den Broek, 2011)

A Tecnologia PET é um método ndo-invasivo que oferece informacgdes sobre a
funcéo fisiolégica do organismo, desde que seja aplicada uma molécula biologicamente
ativa. A marcacdo de biomoléculas, tais como peptideos, anticorpos monoclonais,
oligonucleotideos e glicoproteinas, com emissores de poésitrons promove um
diagnostico mais preciso, pois demonstra a presenca de receptores em diversos tipos
de tumores aliados com uma maior resolucdo e sensibilidade do PET em relacdo ao
SPECT (Tomografia Computadorizada por Emissdo de Féton Unico) (Tanaka e Fukasa,
2008).

Diversas biomoléculas tém sido marcadas com radiois6topos emissores de
pésitrons, como por exemplo: elementos biogénicos (*'C, **N, *°0), halogénios (*°F,
®Br, '**1) e os metais (°®Ga, ®°Ga, °'Cu). Estes radionuclideos possuem como

caracteristica basica um tempo de meia vida (t,;) fisica curta; por este motivo, o



processo de sintese de marcacado até a aplicagédo clinica deve ser de acordo com este
tempo. Também deve - se levar em conta o modo de decaimento, quimica favoravel
para o preparo do composto, o comportamento in vivo, a disponibilidade e o custo
(Roesch e Riss, 2010; Velikyan, 2005).

Diversos trabalhos publicados na literatura apontam para o potencial uso de
biomoléculas marcadas com °®Ga (t, ,, = 68 minutos) para exames de diagnéstico em
PET. Este sucesso é devido ao desenvolvimento de um sistema eficiente do gerador de
%8Ge-%8Ga e sua purificacéo e a introducéo do uso de agentes quelantes para tornar as

ligacdes entre biomoléculas e metais (°®*Ga) estaveis quando administradas in vivo.



2. OBJETIVO
Os objetivos deste trabalho sdo avaliar os métodos de purificacdo do ¢7/%®Ga
para a marcacdo de biomoléculas, com énfase no estudo das impurezas quimicas
presentes nos radiois6topos primarios, e desenvolver um método de purificacao
inédito.

A reducao dos niveis de contaminantes provenientes do processo de producéo
de ambos os radionuclideos (°”/°®Ga) permite a marcacdo com biomoléculas com alta

atividade especifica, fornecendo um diagndstico mais fidedigno.



3. JUSTIFICATIVA

A Diretoria de Radiofarmacia do IPEN-CNEN/SP tem como missao a producao e
distribuicdo de radiois6topos e radiofarmacos para uso em Medicina Nuclear. O uso do
BE_FDG esta estabelecido, visto o crescimento da producdo e da demanda no Brasil.
Existe um interesse pela classe médica nuclear brasileira em outros radiofarmacos
para exames PET, tanto de outras moléculas marcadas com °F como para novos
radionuclideos emissores de pésitrons. Entre eles se destaca o ®®Ga e, em particular,
peptideos marcados com °®Ga.

A parte inédita deste trabalho é o desenvolvimento de novo método de

purificacdo do °8Ga para a marcacdo com biomoléculas, em particular do °®Ga-

DOTATOC e ®8Ga-DOTATATO.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1- Gélio

O galio € um elemento do grupo IlIl da Tabela Periddica, estda entre os
elementos aluminio e indio. Possui dois is6topos naturais: ®*Ga (abundancia de 60,1%)
e "'Ga (abundancia de 39,9%). Existem trés radiois6topos do gélio com propriedades
ideais para serem utilizados em Medicina Nuclear. Dois deles podem ser usados em
exames PET, o ®°Ga (B*, ty».= 9,5 horas) e o °®Ga (B*, t;,= 68 minutos). O °’Ga (C.E.
e emissor vy, ti,= 78 horas) é usado em imagens de SPECT (Lederer, Hollander e

Perlman, 1967; Velikyan, 2005)

4.1.1 — Histérico do Uso do Galio Radioativo

Em 1931, o tartarato de galio foi o primeiro composto a ser publicado com
potencial terapéutico contra a sifilis em coelhos (Levaditi et al, 1931). Ap6s 20 anos, o
gélio radioativo, inicialmente o °Ga (B°, tyo= 14 horas), foi usado no tratamento de
diversos tipos de cancer (Brucer, Andrews e Bruner, 1951).

Em 1951, os autores Brucer, Andrews e Bruner publicaram um artigo relatando
os problemas encontrados em terapia usando o galio entre os anos de 1949 e 1951 no
Oak Ridge Institute of Nuclear Sciences (EUA). Eles relataram o desconhecimento
sobre a quimica, a fisica e a biologia do elemento galio, jA que seus isGtopos sdo
dificilmente encontrados na natureza. No entanto, eles estudaram a quimica do
elemento, a biodistribuicgho em animais e humanos, a toxicidade, entre outros
métodos.

Dentre 15 compostos quimicos de galio estudados, o citrato de géalio (°Ga)

provou ser o melhor. Os autores nédo fornecem dados detalhados sobre a irradiacdo do



alvo e a purificagdo e formas quimicas do galio que foram avaliadas (Brucer, Andrews
e Bruner, 1951).

Os estudos de biodistribuicdo e toxicidade foram realizados em ratos, cachorros,
suinos e humanos. Nos humanos, a terapia com "?Ga foi testada em 34 pacientes com
diversos tipos de céancer, principalmente sarcoma osteogénico com metastase nos
pulmdes ou plasmocitoma extramedular. O restante tinha tumor em tecidos moles e
metastase 6ssea (Brucer, Andrews e Bruner, 1951).

O citrato de "?’Ga aparentemente se depositou imediatamente em areas
adjacentes ao tecido 6sseo em reacao ao tumor, 0 que na opinido dos autores, esta
localizacdo, quando uniforme, é excelente para terapia, porém a concentracdo nas
visceras ocorre varios dias ap6s a administracédo do citrato de “?Ga (Brucer, Andrews e
Bruner, 1951).

Em relacdo a toxicidade, as doses aplicadas foram de 1,5 a 5,0 mg/ kg de
citrato de °Ga duas vezes por semana. Os efeitos colaterais comecaram a aparecer na
terceira ou na quarta dose. Os sintomas foram mal-estar, anorexia, @mese e perda de
peso maior que o esperado pela doenca, além do decréscimo do nimero de leucdcitos
e hemoglobina. Todos estes efeitos poderiam ser amenizados com uma menor dose de
radiacdo. Os autores ndo conseguiram distinguir a toxicidade do galio carregador e do
?Ga, mas acreditam que a toxicidade seja decorrente tanto do galio carregador quanto
da radiacdo do "?Ga (Brucer, Andrews e Bruner, 1951).

Em relacédo ao ®’Ga, os autores sugerem que, apesar de ser o0 mesmo elemento
quimico, a energia ¢é diferente e, por isso, sdo necessarios mais estudos,
principalmente, em relacdo a radiotoxicidade, jA que a biodistribuicdo sugere que seja
a mesma em relacdo ao "“Ga (Brucer, Andrews e Bruner, 1951).

Entretanto, o "°Ga era produzido em reator nuclear com baixa atividade
especifica e um ty, fisica relativamente curto, o que ndo permitia estudos prolongados.

Irradiaram um alvo de Zn de alta pureza em ciclotron e obtiveram o ®’Ga (T, — 78,3



horas). Estudos realizados em animais com o citrato de galio (citrato de °'Ga),
mostrou que a captacdo 6ssea deste composto era inferior em relacdo ao "“Ga-citrato
ou galio inativo (Bruner, Hayes e Parkinson, 1953).

Em 1969, Hartman e Hayes acreditavam que o citrato de ®’Ga poderia ser
usado em estudos de imagens 6sseas. Entretanto, em uma descoberta acidental, eles
verificaram a concentracdo do ®’Ga em tumores de tecidos moles, o que fez o citrato
de ®’Ga se tornasse uma das principais ferramentas de investigacdo de tumores em
tecidos moles (Hartman e Hayes, 1969).

No inicio dos anos 70, os estudos com o galio radioativo fizeram com que suas
propriedades terapéuticas (‘°Ga) fosssem elucidadas (Collery et al, 2002). (0]
mecanismo proposto foi a similaridade dos raios idnicos do Ga*" e Fe** (0,62 e 0,65 A,
respectivamente), os valores de eletronegatividade de Linus Pauling (1,6 e 1,8,
respectivamente) e, consequentemente, o comportamento quimico. Porém, o Ga** néo
é facilmente reduzido como o Fe®", por isso nédo sofre a mesma acdo que o Fe®*" nas
reacbes de redox. Estas caracteristicas permitem que o galio substitua o ferro em
algumas proteinas, como a transferrina, onde ocorre a absorcdo celular do Ga** ao
invés do Fe®". Isso ocorre, em particular, na proliferacdo de células cancerosas
(Bandoli et al, 2009). Esta postulado que o complexo galio-transferrina se liga com
maior probabilidade a sitios especificos de receptores da transferrina, na superficie ou
no interior do tumor e, em seguida, o galio se acumula no tumor, provavelmente, por
difusdo através da membrana da célula tumoral, internalizando-se no tumor, devido a
mudancas de pH resultantes da diminuicdo da glicélise (Ballani et al, 2008). Além
disso, o galio liga-se a outras proteinas, como a ferritina e a lactoferrina levando a
uma alta captacdo em areas em que geralmente a concentracdo do ferro é maior

(Pauwels et al, 1998).



4.1.2- Galio-67

O %’Ga decai 100% por captura eletronica [ti» — 78,3 horas; Ey: 93 keV (40%),
184 keV (24%), 296 keV (22%), 388 keV (7%)] e estéa disponivel na forma quimica de
Citrato de Galio pela Diretoria de Radiofarmécia (DIRF - IPEN-CNEN/SP). E produzido
através do bombardeamento do alvo de zinco enriquecido (°®Zn) eletrodepositado em
placa de cobre niquelada por prétons em ciclotron. Uma fina barreira de niquel é usada
para prevenir a formacdo de ligas metdalicas. Portanto, o Cu, o Ni e 0 Zn sédo

considerados impurezas na solucéo final de ®’Ga (Brown et al, 1973).

4.1.2.1 — Uso Clinico do Galio-67

O °’Ga é administrado por via intravenosa na forma de citrato de galio e
imediatamente se liga a transferrina no sangue, assim localizando tumores,
particularmente os linfomas que sao mais avidos. Muitos tumores possuem receptores
de transferrina que se liga ao ®’Ga e facilita a incorporacéo aos lisossomos das células
tumorais. Além disso, € um importante agente para a localizacdo de focos de
inflamacao e infeccdo, por se ligar aos leucécitos (Alazraki, Shumate e Kooby; 2007).

Entretanto, o '®F - FDG substituiu o uso do ®’Ga-citrato para estadiamento e
deteccao de linfoma recorrente, exceto em locais onde a tecnologia PET ndo esta
disponivel. O uso do '®F - FDG e do ®’Ga-citrato é recomendado pelo guia do National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) como parte do acompanhamento de pacientes
com linfoma n&o-Hodgkin. Durante muitos anos, o citrato de ®’Ga desempenhou um
papel importante no estadiamento de linfomas. De acordo com Alazraki, Shumate e
Kooby (2007) é evidente que as imagens realizadas com *®F - FDG s&do superiores as
imagens realizadas com citrato de ®’Ga, porém o PET/CT ndo é uma realidade em

muitos centros hospitalares. Além disso, o uso do ®’Ga -citrato n&o foi tdo difundido



como o uso de ®F - FDG. Ainda assim, é possivel encontrar dados na literatura,
similares aos dados encontrados em trabalhos publicados sobre ®F - FDG, que
mostram que o citrato de ®’Ga é um bom agente para a avaliacdo de resultados
terapéuticos. A sensibilidade na avaliagao inicial de linfoma de Hodgkin é de 86-92% e
de 86-97% em linfoma nao — Hodgkin (FIG. 1). A sensibilidade varia de acordo com a
regido da lesédo, sendo 96% no térax e 60-85% no abdome. Nesta regido, a eliminacédo
fisiolégica do ®’Ga pelo célon interfere nas imagens. Além disso, existem outros fatores
relevantes para a realizacdo deste exame, como: o tipo histolégico, em que a
sensibilidade é maior para linfoma de Hodgkin e linfoma de ndo — Hodgkin de grau
intermediario/alto. O Fe>* e 0 Ga>" competem pelo mesmo sitio, por isso quando ha
um aumento da concentracdo de ferro no organismo pode ocasionar uma queda na
sensibilidade, além dos casos falso-positivo em processos inflamatérios, outros

tumores ou variacbes da distribuicdo fisiolégica do ®’Ga (Alazraki, Shumate e Kooby,

2007; Sapienza, Buchpiguel e Hironaka, 2008).



10

LT FOST RT ET ANT . LT
FIGURA 1 - Cintilografia com Citrato de ®’Ga em Paciente com Linfoma de Hodgkin

(Sapienza, Buchpiguel e Hironaka, 2008)
4.1.2.2— Perspectivas do uso do Galio-67

Apesar do uso do °’Ga estar estabelecido na forma de citrato de galio, ainda é
um radioisétopo interessante para a marcacdo de outras moléculas, como mostram os
trabalhos recentemente publicados na literatura (Miller et al, 2011; Saatchi et al,
2012), principalmente em estudos onde h& a necessidade de se ter um tempo de meia
vida mais longo em relacéo ao *®Ga.

Mdaller et al (2011) investigaram as propriedades bioldégicas da molécula
sintetizada com o agente quelante DOTA (&cido 1,4,7,10—tetraazaciclododecano -

1,4,7,10—tetracético) e benzil-etillenodiamino — (y) — folato (DOTA-Bz-EDA-folato) e
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marcada com ®’Ga. Esta molécula foi desenvolvida para marca¢des com radionuclideos
para SPECT (***In, ®’Ga) e PET (°®Ga, ®*Cu) e para terapia (*'’Lu, ®'Cu, ?**Bi).

Em células tumorais com a ativacdo dos macréfagos ha uma super expressao
dos receptores de folatos, associados com a expressao limitada em tecidos e 6rgaos
normais, tornando a DOTA-Bz-EDA-folato, uma molécula promissora para diagndstico
e terapia de cancer e doencas inflamatérias (Low, Henne e Doorneweerd, 2008; Saga
e Low, 2008). Em estudos pré-clinicos foi observado que o sucesso da aplicacdo de
radiotracadores de folatos depende de diversos fatores, entre eles, a estrutura quimica
e a hidrofilicidade. Entretanto, ha uma captacdo expressiva dos folatos, em particular,
em conjugados hidrofilicos nos rins. A captacao renal é dez vezes maior em relacdo a
captacdo tumoral, devido a ligacao especifica de radiofolatos aos receptores de folato
presentes na face luminal das células do tubulo proximal (Muller et al, 2009; Mduller et
al, 2011).

Neste estudo, foi investigado o desempenho do °’Ga - DOTA-Bz-EDA-folato
com a administracdo de diuréticos (manitol, hidroclorotiazida e furosemida),
aminoacidos (glutamato e lisina) e pemetrexede (agente antineoplasico antifolato) com
0 objetivo de avaliar o comportamento renal frente a estas substancias (Muller et al,
2011). O DOTA-Bz-EDA-folato (50mL, 10-3 molL™) foi marcado com ®’Ga (50-200
MBq) em solucdo tampdo de acetato 0,4 molL™, pH 5. A pureza radioquimica foi
superior a 98% (Muller et al, 2011).

A administragédo concomitante do °’Ga - DOTA-Bz-EDA-folato e pemetrexede
resultou em uma diminuicdo de 75% da captacdo renal. Na administracdo de
aminoacidos, o glutamato apresentou um aumento da captacdo renal, enquanto que a
lisina ndo apresentou um resultado positivo da captacdo renal, assim como os
diuréticos usados neste estudo. A FIG. 2 mostra as imagens (SPECT/CT) realizadas
apés 4 horas da administracdo do °’Ga - DOTA-Bz-EDA-folato. Foram realizadas

imagens com camundongos com tumor, sendo um animal controle (A), um pré
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administrado com o pemetrexede (B) e ao terceiro animal foi administrado acido folico
com o objetivo de bloquear os receptores de acido félico. E possivel visualizar o tumor

apenas nos animais A e B nos quais receptores de folato ndo estdo bloqueados (Muller

et al, 2011).

=
o
o

FIGURA 2 - Imagens realizadas em SPECT/CT em camundongos com tumores
xenotransplantados ap6s 4h da administracéo de °’Ga - DOTA-Bz-EDA-folato. A —
camundongo controle; B- camundongo em que foi administrado o pemetrexede
previamente; C- camundongo em que foi co-administrado acido folico (Muller et al,

2011)
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A administracdo prévia do pemetrexede foi o estudo mais bem sucedido.
Houve uma reducédo significativa da captacao renal e uma boa captacdo tumoral. Os
autores concluiram que este agente é ideal para tumores com a presenca de
receptores de folato e potencialmente para doencas inflamatérias, como artrite
reumatéide, que envolvem receptores de folato ativo que expressam macréfagos
(Mdaller et al, 2011).

Saatchi et al (2012) estudaram a toxicidade e a farmacocinética da molécula de
poliglicerol hiper-ramificado (PHR), que possui uma biocompatibilidade similar ao
polietilenoglicol, o que a torna um possivel agente para liberacdo de drogas no local
desejado (Kainthan e Brooks, 2007; Kainthan et al, 2007). O PHR é usado em muitos
trabalhos in vitro e estudos de toxicidade em animais. Entretanto, neste trabalho esta
molécula foi usada como um agente para imagens do pool cardiaco, para avaliar a
funcdo cardiaca contratil. Normalmente, as hemacias do préprio paciente sao
marcadas com °°™Tc para realizar esta funcdo. No entanto, esta técnica possui diversas
desvantagens, principalmente o risco de contaminacdo e o0 baixo rendimento de
marcacao (Saatchi et al, 2012).

O PHR (500 kbDa) foi sintetizado com um agente quelante 1,4,7 -
triazaciclononame - 1,4,7 — A&cido triacético (NOTA) para obter uma melhor
estabilidade quando marcado com o ®®Ga. A vantagem do NOTA é que a marcacédo é
realizada rapidamente em temperatura ambiente (Velikyan et al, 2008). Entretanto, os
autores usaram o °’Ga ao invés do °®Ga para os estudos, por possuir maior meia vida
(Saatchi et al, 2012).

A marcacdo do complexo NOTA — PHR com °®’GaCl; foi realizada em 10 minutos
e a purificacao foi realizada em coluna PD10 (Sephadex G-25M). A pureza radioquimica
foi superior a 98%. O PHR ndo é biodegradavel e, portanto, pode ter efeitos a longo
prazo. Neste estudo, ndo foi constatado nenhum efeito de toxicidade até o sétimo dia.

A FIG. 3 mostra a concentracdo do °’Ga - NOTA — PHR no sangue de ratos durante 72
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horas ap6s injecdo. O longo periodo de retencdo do agente no sangue pode ser devido
ao tamanho hidrodindmico ser apenas em torno de 10nm de diametro.

Apesar desta molécula ter sido desenvolvida para a marcagdo com o *®Ga pela
facilidade de ser obtido através de um sistema de gerador de *®Ge-°®Ga e apresentar
excelentes resultados de marcacao e biodistribuicdo. Os autores concluem que seria
preferivel um radiois6topo com um tempo de meia vida fisica compativel com o tempo
de meia vida biolégica do PHR (50,7 horas), ou seja, o ®’Ga, que também apresentou
excelentes dados de marcacdo, com o objetivo de detectar, entre outras enfermidades,

a hemorragia interna (Saatchi et al, 2012).

Concentracédo de ®’Ga no sangue (ug/mL)
(75
i M i [ i 2
I-I-l/

0 24 48 72

Tempo (horas)

FIGURA 3 - Concentracéo de ®’Ga- NOTA — PHR no sangue de ratos, apés a

administracdo de 1mg do polimero e 1,2MBq de ®’Ga (Saatchi et al, 2012).
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4.2- Sistemas de Geradores de Radionuclideos usados em Medicina

Nuclear

Um gerador de radionuclideos é um dispositivo para se obter, através de uma
separacao efetiva de dois radionuclideos, o radionuclideo “filho” formado através do
decaimento do radionuclideo “pai”, que possui uma t,, fisica maior em relacdo ao
radionuclideo filho. Ambos atingem um equilibrio radioativo ao longo de um
determinado periodo. A finalidade é obter o radionuclideo filho com uma alta pureza
quimica, radioquimica e radionuclidica. A principal vantagem do sistema de geradores
é a disponibilidade de se ter o radionuclideo pronto para o uso na proépria clinica, o que
significa que ndo é necessario ter um ciclotron ou um reator nuclear préximo a
instalacdo para se ter o radionuclideo rotineiramente. O radionuclideo filho pode ser
emissor de pdsitron (B*), gama (y), beta (B7) ou alfa (o) (Roesch e Filosofov, 2010;
Suzuki, 2009).

Por razbes praticas, a maioria dos geradores que sao usados em aplicagbes
meédicas tem como uma das caracteristicas o equilibrio secular entre o par de
radionuclideos, em que o t;/, fisica do elemento pai é significantemente maior que o
t1/, fisica do elemento filho (em torno de 100 vezes), permitindo que se possa realizar
separacdes repetidas entre os pares de radionuclideos (TAB. 1) (Roesch e Filosofov,

2010).
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TABELA 1 - Sistema de Geradores de Radionuclideos com Equilibrio Secular

Sistema Radionuclideo Pai Radionuclideo Filho

de

Gerador Ti/2 Decaimento* T,.,» Decaimento Aplicacao
“Ti/*sc 47,3 anos CE* 3,93 horas p* PET
%8Ge/*®Ga  270,8 dias CE 68 min. B* PET
825r/%2Rb 25,6 dias CE 1,27 min. B+ PET
90gr/%0y 28,5 anos B 2,67 dias B Terapia
188\\/188Re 69,4 dias B 17 horas B Terapia

* CE — Captura Eletrdnica

Entretanto, existe uma excecdo, o gerador de °Mo/**"Tc, em que o ti, do

radionuclideo pai, no caso, o *°Mo é apenas 66 horas e a do radionuclideo filho, o

9MTc, 6,02 horas. Neste tipo de gerador, o equilibrio é transiente, ilustrado na FIG. 4

(Suzuki, 2009).

0
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FIGURA 4- Curva de decaimento e crescimento do gerador de *°Mo/*°"Tc em

equilibrio transiente (Suzuki, 2009)
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4.2.2- Gerador de %8Ge-%8Ga

Geradores de radionuclideos representam uma estratégia de custo beneficio. O
radionuclideo filho pode ser obtido no momento em que sera utilizado, com alta
atividade especifica e livre de carregadores. Esta vantagem se aplica, principalmente,
para radionuclideos que possuem um t;,» curto, assim ndo sendo necessaria uma
instalacdo de producdo de radiois6topos proxima a radiofarméacia hospitalar e, além
disso, o t;,, fisica de apenas 68 minutos nao é adequado para ser transportado para
longas distancias (Roesch e Filosofov, 2010).

O uso de gerador de °®Ge-%®Ga tem um grande interesse em medicina nuclear,
principalmente em aplicacdes PET, devido ao grande potencial da marcacdo de
moléculas com ®8Ga. Roesch e Filosofov (2010) acreditam que este sistema de
geradores tera um impacto em diagnéstico em PET assim como o gerador de
“Mo/?®"Tc teve no uso do SPECT. Os geradores de °°Ge-°®Ga estdo sendo
desenvolvidos para produzir eluatos adequados para a marcagdo de moléculas, sem a
necessidade de purificagdo prévia. Existem muitos peptideos sintetizados com o agente
guelante DOTA que podem ser marcados com o °®Ga, além de outros agentes
quelantes que vém sendo desenvolvidos (item 4.3.1) (Breeman et al, 2011).

O interesse em produzir o radioisétopo °®Ga se deve as suas excelentes
caracteristicas fisicas de decaimento, possui um t;,, fisica adequado para a realizagdo
de imagens (t; ;2 = 68 minutos) é emissor de poésitron (B* = 89%, Egimax = 1,92 MeV),
possui uma baixa emissdo de fétons (1077 keV, 3,2%) e decai para o °®Zn estavel

(Zhernosekov, 2006) (FIG. 5).
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%9Ga (p,2n) %8Ge

q
971 d EC (100%)

& d g

68 min / B* 1.899 MeV (89%)

67, EC (11%)

FIGURA 5 — Esquema de decaimento do °®Ge

4.2.2.1- Producéo do °®Ge

O %8Ge é produzido em um acelerador através de uma variedade de reacdes
nucleares (TAB. 2). No entanto, a principal reacdo nuclear para a producédo de °®Ge é
a (p,2n) em alvos de galio (Mirzadeh e Lambrecht, 1996), mas, devido ao longo tempo
de meia vida do ®®Ge, é necessario um acelerador de alta poténcia para se obter uma
guantidade suficiente de ®®Ge com um bom rendimento de producédo (Roesch e Riss,

2010; Zhernosekov, 2006).
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TABELA 2 - Reacfes Nucleares mais Relevantes para a Producdo de ®®Ge (Roesch e

Riss, 2010)
Particula Alvo Reacdo Nuclear
Préton *Ga (p,2n)
Préton "Ga (°9"1Ga)* (p,xn) x=2,4
Proton "Ge (p,pxn)
Préton ®ps, 79-81Br, 8587Rp (p,xnyp),y = 2, 4, 6,...
Déuteron *Ga (d,3n)
Hélio — 4 (o) %Zn (a,2n)
Hélio - 3 66.67.687p (CHe,xn), x =1, 2, 3

* Nat: Natural

O crescimento teérico do °®Ga a partir do °®Ge em um sistema de gerador de

%8Ge-%8Ga esta representado na FIG. 6. Ap6s 68 minutos da eluicdo do gerador, 50%

da atividade méaxima do ®®Ga é alcancada e, ap6s 4 horas, este valor aumenta para

>90% (Breeman et al, 2011).

Crescimento do %8Ga (96)

100+

751

50+

2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (horas)

FIGURA 6 - O crescimento teérico do ®®Ga a partir do decaimento do ®®Ge (Breeman

et al, 2011).
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4.2.2.2- Evolucdo dos Geradores de ®®Ge-%%Ga

Os geradores de ®®Ge-°®Ga vem sendo estudados ha mais de 50 anos. Greene e
Tucker (1961) descreveram um sistema de gerador de °®Ge-°®Ga em que a coluna
cromatogréafica de éxido de aluminio (Al,O3) ou zircénio era carregada com o °®Ge. O
%8Ga era eluido em uma solucdo de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) 0,005
molL™ em pH neutro com baixa contaminacdo de °®Ge (<0.01%). O ®®Ga-EDTA era
usado diretamente como agente para imagens cerebrais (Shealy, Arrow e Brownell,
1964; Pozzili et al, 1988).

O objetivo do trabalho de Pozzilli et al (1988) foi elucidar o uso clinico do ®®Ga-
EDTA e PET no estudo das anormalidades da barreira hematoencefalica (BHE)
associada a esclerose multipla. O sucesso do uso do ®Rb-EDTA em humanos para
medida da permeabilidade da BHE ja havia sido descrita por outros autores (Brooks et
al, 1984; Lammertsma et al, 1984). Em 4 pacientes de um total de 15 pacientes com
esclerose mudltipla, sendo 3 homens e 12 mulheres com idade entre 17-51 anos, foram
detectados o aciimulo de ®®Ga-EDTA em regifes patoldgicas. A FIG. 7 mostra que, em
uma paciente com hemiparesia esquerda, o PET mostrou evidentemente as lesfes
bilaterais. A extensdo e a localizacdo das areas anormais do PET foram
correspondentes as areas mostradas na Tomografia Computadorizada (TC). Em outro
paciente foi realizada uma sequéncia dinamica (PET) (FIG. 8), mostrando as areas de

captacdo aumentada pelo °®Ga -EDTA.
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FIGURA 7 - Imagem de PET (A) realizada com °®Ga -EDTA e CT (B) de um paciente

com esclerose multipla (Pozzilli et al, 1988)

FIGURA 8- Imagens seqlienciais obtidas a 20, 40, 60 e 80 minutos apos a
administracdo intravenosa do ®®Ga -EDTA. Areas focais de captacédo aumentada do
tracador sdo mostradas em ambos, no hemisfério direito (imagens iniciais) e no

hemisfério esquerdo (imagens tardias) (Pozzilli et al, 1988)
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Os autores sugerem que o problema de adquirir as imagens separadamente,
principalmente as imagens dinamicas (FIG. 8), pudesse ser resolvido através de uma
tecnologia adequada de imagens hibridas, ou seja, a possibilidade de se realizar as
imagens da TC simultaneamente com as imagens do PET, que fornecem dados
quantitativos da permeabilidade da BHE que podem ser associados a dados anatdomicos
fornecidos pela TC (Pozzilli et al, 1988).

O %8Ga- EDTA geralmente deve ser decomposto em um complexo menos estavel
que remova o EDTA livre antes de prepara-lo para a marcacdo de uma molécula.
Diversos métodos foram publicados: a precipitacdo do °Ga (Yano e Anger, 1964),
extracdo por solvente (Hayes, Calton e Byrd, 1965), adicao de ferro ou galio como
carregador (Andrews, Kniseley e Wagner, 1966; Colombetti e Goodwin, 1969) e
decomposicao térmica (Weber et al, 1969). Apesar disto, o melhor método, segundo
Green e Welch (1989), é a técnica de troca ibnica, em que o complexo de EDTA é
hidrolisado em &cido cloridrico (HCI) para °®GaCl,, que é absorvido em uma resina de
troca anidnica. Apds a lavagem para remover o EDTA livre, o ®®Ga é eluido com HCI. A
desvantagem do sistema de gerador é a contaminacdo do eluente com A" e a
deterioracdo da eficiéncia de eluicdo com o passar do tempo (Raino, Skraba e Kramer,
1978).

Foram desenvolvidos outros tipos de geradores de °®Ge-°®Ga, em que havia a
separacdo do ©°®Ga do ®Ge, através da complexacdo com outros agentes
complexantes. Arino, Skraba e Kramer (1978) desenvolveram um gerador de ®®Ge-
%8Ga em que o ®®Ge era retido em &cido poliantimonico e o °®Ga era eluido em uma
solucédo de oxalato de sédio 2%. A recuperacdo do °®Ga foi de (80 + 10)% e a pureza
radionuclidica foi >99%. Neirincky e Davis (1980) usaram uma coluna de troca
anidnica usando &acido fluoridrico 0,01 molL™ como eluente, o que permitiu uma
separagdo com alta pureza devido a diferenca significativa dos coeficientes de

distribuicdo dos elementos. Ap6s a neutralizacdo, a concentracdo de NaF era
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considerada biologicamente segura. A quantidade de °®Ge presente no eluato foi
reduzida para <10 ap6és mais de 600 eluicBes e o rendimento de °®Ga era > 90%.
Apesar disso, em todos estes geradores desenvolvidos, ndo era possivel realizar
marcacdes de outras moléculas, pois o °®Ga nédo se encontrava na forma iénica (Ga®")
(Zhernosekov, 2006).

Por isso, foram desenvolvidos geradores de °°Ge-°®Ga em que o eluato
apresentava o galio na forma livre (°®Ga®"), sem agentes complexantes. Nestes casos,
o %8Ge foi absorvido em matrizes inorganicas, como: alumina (Al,O3), 6xido de ferro
(Fe>03) (Kopecky, Mudrova e Svoboda, 1974; Kopecky e Mudrova, 1974); 6xido de
estanho (Sn0O,), 6xido de zircénio (Zn0O), 6xido de Titanio (TiO,) (Loc’h, Maziere,
Comar, 1980) e oxido de Cério (Ce0,) (Bao e Song, 1996).

O Ge (IV) forma um complexo estavel com grupos fendlicos e sua adsorcao
ocorre em resina de 1,2,3 — benzenotriol (pirogalol) - formaldeido (Schumacher e
Maier-Borst, 1981). Esta resina mostrou ser resistente a dissociacdo causada pelos
efeitos da radiacdo. O rendimento de eluicdo do ®®Ga foi em torno de 75% durante um
periodo de 250 dias e a quantidade de Ge foi inferior a 1ug/mL. Nakayama et al (2003)
desenvolveram um gerador usando polimero organico tendo como grupo adsorvente a
N-metilglucamina para o ®®Ge. O °®Ga foi eluido em uma solucdo que possui baixa
afinidade por quelatos de galio, como o acido citrico ou fosférico. A contaminacgéo de
%8Ge foi inferior a 10%. Estes geradores também ndo se tornaram comercialmente
disponiveis.

Somente em 2001, a empresa Cyclotron Co. Ltd. (Rdssia) comegou a produzir e
comercializar um gerador de °8Ge/®®Ga. Este gerador possui uma coluna de vidro
contendo °®Ge adsorvido em uma matriz de titdnio. Esta coluna é hermeticamente
selada e colocada em uma blindagem. E caracterizado pela eluicdo do °®Ga na forma
ibnica em HCI 0,1 molL™. Entretanto, este gerador ndo é projetado para a aplicacdo

direta in vivo. No eluato ha a presenca de contaminantes, como por exemplo: o ®®Ge
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(radionuclideo pai que possui ty, longa); o Ti (proveniente da coluna), o Zn (produto
de decaimento do °®Ga e comumente encontrado em reagentes) e o Fe (a quimica de
coordenacao do Fe é semelhante ao Ga e é encontrado em reagentes e mesmo em
agua purificada).

Além da empresa russa, outras empresas desenvolveram geradores de
%8Ge/®®Ga. As empresas Cyclotron Co Ltd. (2011) e Eckert and Ziegler (2011) possuem
a mesma tecnologia de geradores a base de TiO,, em que € necessaria a purificacao
do eluato apds a o processo de eluicdo. Ja a iThemba (2011) desenvolveu o gerador de
%8Ge-%®Ga, em que o ®®Ge é adsorvido em uma coluna de di6éxido de estanho (SnO,) e
0 °8Ga é eluido em HCI 0,6 molL™. Na TAB. 3 estdo expressas as impurezas do gerador
de %8Ge-®®Ga apo6s diversas eluicdes. O peptideo DOTATATO (50 pg em solucéo tampéo
de acetato de so6dio) foi diretamente marcado com eluato contendo ®®Ga. O tempo de

reacdo foi de 20 minutos (90-95°C) e a eficiéncia de marcacdo foi 97% apé6s 3 dias

sem eluir o gerador de ®®Ge-°®Ga (Rossouw e Breeman, 2012).

TABELA 3- Concentracédo de metais (em pg.mL™) no eluato de ®®Ga do gerador de
%8Ge-°%Ga proveniente da empresa iThemba em relacdo ao tempo de uso (Rossouw e

Breeman, 2012)

Tempo Concentracao (ng.mL™)

Zn Fe Sn Ti Cu Al
1 més 1,33 0,24 0,24 0,08 0,02 0,72
6 meses 1,11 0,25 0,19 0,07 0,02 0,74
12 meses 1,08 0,11 0,14 0,05 0,02 1,28

A empresa ITG Isotope Technologies Garching (2011) comercializa o gerador de
%8Ge/®®Ga (FIG. 9), em que o elemento pai é adsorvido em uma matriz organica (Silica

adsorvida com dodecil-3,4,5 - trihidroxi benzoato) e o ®®Ga eluido em HCI 0,05 molL™.



25

A vantagem desta tecnologia é que ndo é necessario passar pelo processo de pré-

concentracdo e purificacdo apoés a eluicdo. Entretanto, esta tecnologia necessita ainda

de validacdo. A TAB. 4 sumariza alguns dados dos geradores de °®Ge-°®Ga comerciais

existentes.
TABELA 4 - Geradores de °®Ge/°®Ga comerciais
Empresa Origem Matriz da Coluna Eluente Rendimento
de Eluicado
Cyclotron Co Ltd. RUssia TiO, HCI 0,1 mol.L"™"  60-75%
Eckert and Alemanha/EUA TiO, HCI 0,1 mol.L™? 70-75%
Ziegler
iThemba (IDB)” Africa do Sul SnO, HCI 0,6 mol.L™ 80%
ITG Alemanha Silica/Organica HCI 0,05 mol.L™*  >80%

" Gerador de ®®Ge/®*®Ga fabricado pela iThemba e comercializado pela empresa IDB

FIGURA 9 - Sistema de gerador de ®®Ge-°®Ga e o médulo de sintese IQS® ®®Ga

Fluidic Labeling System comercializado pela empresa ITG Isotope Technologies

Garching
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Chakravarty et al (2010) desenvolveram um gerador de °®Ge-®®Ga (10mCi/370
MBq) para a marcacao direta, sem a necessidade de purificacdo prévia ou mesmo a
necessidade de adicdo de solucbes para aumentar o pH do eluato. Eles utilizaram o
complexo nanocristalino de poliacrilonitrilo de cério como material sorvente. Mais de
95% do °®Ga é eluido em solucdo de HCI 0,01 molL™ (FIG. 10). Apés 7 meses o
rendimento decai para (82+5)%, sem qualquer degradacado no sistema. A presenca de
%8Ge no eluato de °®Ga foi inferior a 10°% ap6s 7 meses de uso e as impurezas
quimicas (Ce, Fe, e Mn) foram inferiores & 0,1 pg.mL?. O peptideo DOTATATO
[(DOTA® — Tyr®, Thr®) Octreotideo] (25 pug em solucdo tampéo de acetato de aménio)
foi diretamente marcado com o eluato contendo ®Ga (15 minutos, 90°C). O

rendimento de marcacédo foi superior a 99%.
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FIGURA 10 - Perfil de Eluicdo do Gerador de °®Ge-°®Ga desenvolvido por Chakravarty

et al (2010) com HCI 0,01 molL™ em fluxo de 1 mL/min
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Apesar da tecnologia destes geradores de °2Ge/®®Ga ter avancado com sucesso
nestes ultimos 50 anos, a vida util é reduzida, entre 6 meses e 1 ano. Depois deste
periodo, a quantidade de °®Ge aumenta no eluato, e ha a reducédo da eficiéncia de
eluicdo dos geradores.

A disponibilidade do gerador de °®Ge-°®Ga estimula outras aplicacbes em PET,
pois permite um custo beneficio favoravel da producéo de radiotracadores de ®®Ga, néo
sendo necessario uma instalagcdo de um ciclotron préximo. Além disso, permite o uso
de tracadores mais sofisticados com o uso dos agentes quelantes sintetizados com
biomoléculas, como o DOTA/NOTA (acido 1,4,7-triazaciclononanetriacético)sintetizado
com analogos da somatostatina (Win et al, 2006) ou ainda kits podem ser disponiveis
para marcar com °®Ga que teriam um grande impacto em imagens moleculares através

da tecnologia PET (Fani, Andre e Maecke, 2008).

4.2.2.3— Purificacdo e Concentracao do Eluato de ®®Ga

A maior limitacdo do uso direto do eluato de °®Ga proveniente dos principais
geradores de °®Ge/®®Ga comerciais, ou seja, das empresas Cyclotron Co Ltd. e Eckert
and Ziegler (5-7mL de HCI 0,1 molL™), para a marcacéo direta de biomoléculas, como
%8Ga-DOTA-peptideos é o grande volume do eluato (—=7mL) em HCI molL™, a alta
concentracdo de fons H*, a quantidade de °®Ge presente no eluato e a presenca de
outros contaminantes metalicos, como Fe, Zn e Ti. Apesar da concentracdo destes
metais ser considerada baixa (sub-partes por millhdo), ela pode ser maior quando
comparada com a concentracdo de °®Ga. Se por exemplo, a concentracdo dos
seguintes metais: Zn?*, sSn**, Ti** e Fe®*”*" for 1 pg.mL™ cada para 10mCi (370MBQq)
de ®®Ga em 6mL de HCI 0,1 molL™, as relagdes atomo-grama seriam expressas em

aproximadamente 1000, 1250, 2500 e 2500, respectivamente (Breeman et al, 2011).
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De acordo com Zhernosekov et al (2007), o Fe é o principal contaminante e
compete diretamente com o °®Ga na ligacdo com o DOTA, um importante agente
quelante usado para a marcacgédo de biomoléculas com metais, bem como o Zn*" pois
pode formar complexos estaveis em pH 2-8. Portanto, estes contaminantes néo
permitem que se atinja o valor maximo de rendimento e atividade especifica na
marcacao de peptideos, por exemplo.

Entretanto, Pourbaix, Zhang e Pourbaix (1997) publicaram que o Fe®*" é pouco
presente, pois o Fe?" é o estado de oxidacdo estavel em meio acido, e este ndo é forte
competidor nas reacdes quimicas como o Fe®*", na complexacdo com o DOTA, em pH 3-
5 (Breeman et al, 2003; Breeman et al, 2005). Esta situacdo é diferente em meio
neutro e basico (Pourbaix, Zhang e Pourbaix, 1997).

A presenca de Ti**, proveniente da coluna do gerador de °®Ge-%®Ga (TiO,) é
considerada irrelevante, pois este metal ndo compete com o ®Ga na incorporacdo do
DOTA, por exemplo (Breeman et al, 2011).

O Ge se liga as proteinas plasmaticas no sangue e é rapidamente eliminado pela
urina e fezes, sendo que a principal via de excrecao é a via renal. A conclusdo deste
estudo é que o Ge ndo se deposita em um 06rgdo especifico, mas é amplamente
distribuido entre todos os 6rgdos. Nao foi observada a acumulacdo deste metal em
nenhum tecido, mesmo apos a aplicacdo de varias doses semanais, nao apresentando
toxicidade e é apontado como um metal biologicamente inerte (Bauwens et al, 2010;
Rosenfeld, 1954).

A fim de reduzir o nivel de impurezas, é necessaria a purificacdo do eluato apos
a eluicdo do gerador de °®Ge-°8Ga. O eluato de °®Ga ideal para marcar outras moléculas
em medicina nuclear, tem que estar em solucdo com volume reduzido e livre de
contaminantes quimicos e radioquimicos.

Dados da literatura indicam que, com o aumento do teor de acetona em solucédo

acida, ha uma diminuicdo da afinidade do galio por uma resina catibnica. Baseado
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neste conceito, Zhernosekov et al (2007) elaboraram um processo de pré-
concentracdo e purificacdo em que se usa uma microcromatografia em coluna, usando
a resina cationica, para realizar a purificacdo do °®Ga apoés a eluicdo do gerador ®®Ge-
%8Ga em HCI 0,1 molL™. A recuperacdo do °®Ga ocorre em uma solucdo de
acetona/HCI, mostrando que este método é simples, rapido e quimicamente eficiente
na remocdo das seguintes impurezas: Ge, Fe, Zn e Ti e na pré-concentracdo, ja que o
volume inicial do eluato era de 7mL de HCI 0,1 molL™" e passou para 400uL de uma
mistura de acetona/HCI 0,05 molL™ (98/2)%. Posteriormente, o DOTATOC [(DOTA® —
Tyr®) Octreotideo] (7-14 nmol) foi adicionado ao eluato contendo °®Ga, na presenca de
4-4,5 mL de agua e aquecido a 98°C durante 10 minutos. O rendimento radioquimico
foi superior a 95% e a pureza radioquimica superior a 99,5%. A empresa Eckert and
Ziegler Isotopes Products (Alemanha/EUA) acoplou um moédulo automatico de
purificacdo ao gerador de °®Ge-°®Ga baseado neste método.

Velikyan (2005) estudou a eficiéncia de 3 geradores de °®Ge-%®Ga Cyclotron Co
Ltd.) que foram avaliados durante um periodo superior a 2,5 anos. A eficiéncia de
eluicdo era (78+5)% durante o primeiro més de uso, apds 29 meses a eficiéncia de
eluicao decresceu lentamente para (41+3)%.

Além disso, foi estudada a possibilidade da marcacdo de biomoléculas com ®®Ga
sem uma purificacdo prévia do eluato de °®Ga proveniente do gerador de °®Ge-°®Ga,
apenas reduzindo o volume de eluicdo. O eluato foi dividido em 7 partes, sendo que a
primeira fracdo corresponde a 0,3mL e a segunda a 0,7mL e as fracBes restantes
correspondem a 1mL de eluato. A FIG. 11 mostra que a fracdo 3 contém 60% do total
de atividade de °®Ga. O perfil de eluicdo do °®Ga e da contaminacdo de °®Ge sdo
similares, sendo que a contaminacéo de °®Ge foi ~1073% da atividade total (Velikyan,

2005).



30

1000 +
9 :
i} [
O B,
© 800
:5 : B Atividade de °®Ga em MBq
ko) E
8 600 _; O Contaminacéo de °®Ge em Bq
£ F
o F
[0} £
R} E
3 400 +
[ =
Q
S E
© £
- ﬂ
2 E
5 o
< wl W
0+ ; : ; ; |

1 2 3

Fracdo (em mL)

FIGURA 11 — Perfil de eluicdo do gerador de °®Ge-°8Ga (Velikyan, 2005)

O rendimento de marcagdo do DOTATOC (5nmol) com ®®Ga obtido diretamente
do gerador de °®Ge-°®Ga (ImL em HCI 0,1 molL™) foi >95%. Entretanto, a grande
desvantagem deste método é que cerca de 40% da atividade total de °®Ga foi perdida
durante o procedimento de marcacado. Por isso, foi estudado um novo método de
purificacdo do ®®Ga (Velikyan, 2005).

A pré-concentracdo e a purificacdo do eluato foram realizadas em resina

anibnica. Foram testados a resina anidnica AG 1X-8 (Bio-Rad, EUA) e o cartucho

Q-

Chromafix SAX SPEC (45mg de resina, Macharey-Nagel). Os resultados em relacédo
retencdo, recuperacdo do °®Ga e o perfil de eluicdo foram semelhantes. Entretanto, o
cartucho Chromafix SAX SPEC é um produto comercializado pela Macharey-Nagel, o
que o torna mais apropriado para uma futura padronizacdo do método e
automatizacédo do sistema. A FIG. 12 mostra o coeficiente de distribuicdo de °®Ga em
relacdo & concentracdo de HCI, sendo que a adsorcdo do °®Ga em HCI no cartucho

Chromafix SAX SPEC aumentou com o aumento da concentracédo de HCI.
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FIGURA 12 - Coeficiente de Distribuicédo de ®®Ga no cartucho de resina anionica

Chromafix SAX SPEC (Velikyan, 2005)

A recuperacdo do °®Ga foi de (93+2)% em 200+20uL de agua deionizada. A
vantagem da recuperacdo do °®Ga em agua é que ndo é necessario aquecimento para
remover o solvente, como por exemplo a recuperacédo do °®Ga que ocorre em meio
acido/acetona em que é necessario o aquecimento para a evaporar a acetona. Algumas
moléculas, como os anticorpos monoclonais podem se degradarem em temperaturas
acima de 35-45°C (Velikyan, 2005; Velikyan, Maecke e Langstrom, 2008).

A TAB. 5 mostra as biomoléculas marcadas por Veilikyan (2005) com °8Ga, ap6s
a pré-concentracéo e a purificacdo do °®Ga em resina aniénica. As moléculas marcadas
foram o DOTATOC, NODAGATATO (1,4,7- Tricarboximetil-1,4,7-triazaciclononan-1-yl-
acetil-D-Phe-Cis-Tyr-D-Trp-Lis-Thr-Cis-L-Thr(NODAGA-Tyr3-Octreotato) e o DOTA-RGD
(Cis2-6;c[CH,CO-Lis(DOTA)—Cis-Arg-Gli-Asp-Cis-Phe-Cys]-CCXg-NH>) sob
aquecimento em microondas (30-120 segundos). Em microondas, o tempo de reacéo é
menor que em aquecimento de maneira convencional. Na TAB. 5, estdo expressos o
tempo de uso do gerador de °®Ge/®®Ga, a massa da biomolécula, o rendimento de
marcacdo, a atividade de °®Ga e a atividade especifica. Mesmo apés um longo periodo

de uso do gerador, o rendimento de marcacao foi superior a 95%.
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TABELA 5 - CondicBes de marcacao e parametros de qualidade da marcacédo de

peptideos conjugados com °®Ga purificado em resina anidnica (Veilikyan, 2005)

Tempo de uso Peptideo Concentracdo Rendimento de Atividade Atividade
do Gerador conjugado de Peptideo Marcacdo (26) de °®Ga Especifica
%8Ge-%8Ga (nanomol) (MBQq) (MBg/nmol)
(meses)

1 DOTATOC 1 >99 1289 997

1 DOTATOC 0,5 >99 1286 2003

1 DOTATOC 0,3 >98 1251 3307

14 DOTATOC 1 >99 357 308

14 DOTATOC 0,5 >99 337 537

14 DOTATOC 0,3 >99 329 843

29 DOTATOC 1 >99 78 61

1 NODAGATATO 1 >99 1275 1011

1 NODAGATATO 0,5 >99 1110 1758

14 NODAGATATO 1 >98 357 281

14 NODAGATATO 0,5 >96 323 493

29 NODAGATATO 2 >98 77 30

1 DOTA-RGD 1 >99 1253 976

1 DOTA-RGD 0,5 >99 1213 1869

1 DOTA-RGD 0,25 >96 1256 3756

14 DOTA-RGD 0,5 >99 362 570

14 DOTA-RGD 0,25 >96 369 953

29 DOTA-RGD 1 >98 72 56

Ugur et al (2002) estudaram a marcacdo do DOTATOC com o ®®Ga, produzido

em ciclotron, através do bombardeamento de alvo de zinco natural e enriquecido

eletrodepositado. A técnica de purificacdo utilizada foi de extracdo por solventes

usando éter diisopropilico e HCl. Ap6s a extracdo para a fase organica, o °°Ga foi
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retomado em agua. Este processo também foi estudado por Brown (1971) e por
Nachtrieb e Fryxell (1949) em ambos os casos para a purificacdo do ®’Ga.

Os autores também estudaram a marcacdo do DOTATOC (10ung, em solugédo
tampao de acetato de sédio) com o °”%®Ga em banho de 6leo a 100°C durante 15
minutos. O ®’Ga foi obtido comercialmente e ndo houve nenhum processo de
purificacdo. O °®Ga foi obtido através do gerador de °®Ge-%8Ga [coluna de Sn (IV)] em
HCI 5 mol.L™?, que também passou um processo de extracdo por solventes em éter
diisopropilico e foi retomado em solucdo tampéo de acetato de sédio (0,4 molL™, pH
5,2). O rendimento de marcacéo foi entre 85-95% para °%°"°®*Ga — DOTATOC e pureza

radioquimica foi superior a 95% para todos os compostos (Ugur et al, 2002).

4.3- Imagem Molecular em Medicina Nuclear

Imagem Molecular é a visualizagdo, caracterizagcdo e o calculo de processos
biolégicos em niveis moleculares e celulares em humanos e outros organismos vivos.
As imagens moleculares geralmente incluem imagens bi ou tridimensionais, assim
como a quantificacdo ao longo dos estudos. As técnicas disponiveis envolvem os
radiofarmacos (Medicina Nuclear — SPECT e PET), a ressonancia magnética, a imagem
Gtica, o ultra-som, entre outras técnicas (Pomper e Gelovani, 2008).

Os radiofarmacos usados em medicina nuclear tém um papel importante no
diagnostico e terapia de doencas de diversas origens. O PET e SPECT representam
modalidades de imagem que permitem a detecg¢do ndo-invasiva em estagio preliminar
de doencas que tém como caracteristica a alteracdo do metabolismo e da funcéo
biolégica de um tecido anormal em nivel celular (Wangler et al, 2011).

Para atingir este objetivo, os radiofarmacos devem apresentar alta afinidade
especifica pelos receptores, expressos nos tumores alvo e uma eficiente internalizacao

celular, para que haja uma alta concentracdo do composto nas células tumorais. O
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tempo de eliminacdo da biomolécula marcada deve ser mais lento (em relagdo ao
tempo de clareamento sanguineo e captacdo tumoral), para que haja tempo suficiente
para a realizacdo das imagens (Tanaka e Fukasa, 2008).

Para que o uso do °®Ga em imagem molecular seja eficiente, os complexos a
serem marcados devem ser desenvolvidos com uma radioquimica pratica e com
propriedades biolégicas favoraveis. Devido ao t,,, fisica curta, a marcacao precisa ser
rapida e eficaz e sem a necessidade da purificagcdo posterior. Além disso, é necesséria
uma alta atividade especifica quando o agente for marcado diretamente com o eluato
de °®Ga. Este agente deve possuir uma excelente estabilidade in vivo, para que o
radionuclideo néo siga para locais onde ndo devem atuar, o que pode ocasionar uma

radiotoxicidade (Ferreira et al, 2010).

4.3.1 - Agentes Quelantes

Uma pratica comumente realizada em marcacdo de biomoléculas com metais é
0 uso de agentes quelantes apropriados para a formacdo de um complexo estavel
(Cooper, Sabbah e Mather, 2006). A liberacao do radiois6topo pode fazer com que ele
se ligue a proteinas séricas, como a transferrina, ou acumular-se em 0&rgaos
radiossensiveis, como nos 0ssos e na medula 6ssea ou na mucosa gastrointestinal
(Velikyan, 2005). A vantagem destes agentes quelantes é que eles podem ser
marcados com diversos tipos de metais, tanto para terapia quanto para diagnostico.

Outro fator a ser considerado é a modificacdo das moléculas para se adequarem
aos estudos in vivo. Um exemplo sdo os peptideos e os anticorpos, que apesar da
natureza protéica comum, apresentam propriedades estruturais e de cinética de
distribuicdo distintas, que interferem e direcionam para aplicacdes especificas em
medicina nuclear. Anticorpos e peptideos sdo normalmente modificados para que se
possa introduzir um agente quelante em sua estrutura, para entao ser ligado a um

radiois6topo desejado (Weiner e Thankur, 2002).
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Um agente quelante € uma molécula neutra ou um ion que possui um par de
elétrons que podem ser doado para formar um par de ions com um metal. Um agente
quelante € uma molécula que contém um ou mais ligantes ou um atomo, como por
exemplo: N, O, S que pode doar um par de elétrons livre (Vallabhajosula, 2009).

A escolha do agente quelante bifuncional é determinada pelo estado de
oxidacdo e a natureza do radiois6topo. O radiois6topo quelado deve se manter
afastado do sitio de ligacdo do receptor, para minimizar qualquer tipo de interferéncia
(Liu et al, 2004).

Na década de 70 os agentes quelantes bifuncionais foram introduzidos para
complexarem com metais, como por exemplo ®’Ga e **'In. Diversos agentes quelantes
bifuncionais foram desenvolvidos ao longo destes anos para serem marcados com uma

variedade de radionuclideos, alguns deles estdo descritos na TAB. 6.

TABELA 6 - Agentes Quelantes Bifuncionais (Vallabhajosula, 2009)

Acidos acido dietileno triamino pentacético DTPA
poliaminocarboxilicos acido etilenodiamino tetra acético EDTA
Macrocliclicos acido 1,4,7,10—tetraazaciclododecano - DOTA

1,4,7,10—tetracético

acido 1,4,7-triazaciclononanetriacético NOTA
Acido 1,4,8,11- TETA
tetraazaciclotetradodecano — N,N”, N,

N”” - tetracético

Outros Bis(tiosemicarbazona) BTS

Mercapto acetil glicilglicilglicina MAG3;
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Agentes quelantes como o DTPA e o EDTA sdo de cadeia aberta (FIG. 13),
enquanto o NOTA, DOTA e o TETA séao ciclicos (ou macrociclicos) como mostra a FIG.
14. Estes possuem o grupo macrociclico triaza ou tetraaza variando de 9-14 membros
o tamanho do anel. O ligante macrociclico ¢é geralmente mais estavel
termodinamicamente e cineticamente em relacdo aos agentes quelantes aciclicos. O
bis(tiosemicarbazona) (BTS) foi desenvolvido especificamente para se ligar ao atomo
de Cu e contém os atomos N e S. O Mercapto acetil glicilglicilglicina (MAG3) também
contém os atomos N e S, mas foi desenvolvido para se ligar aos radiofarmacos com

99MTe (Vallabhajosula, 2009).
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FIGURA 13 - Representacdo dos agentes quelantes de cadeia aberta (Vallabhajosula,

2009)
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FIGURA 14 - Representacdo dos agentes quelantes macrociclicos NOTA, DOTA, TETA

Muitos agentes quelantes bifuncionais, principalmente os macrociclicos, estao

66/67/6863. 64/67Cu 86/90Y e
b ’

4.3.1.1 - Agentes Quelantes para Galio

disponiveis para a incorporacéo do galio na sua forma estavel (Ga**) (Vallabhajosula,
2009). Agentes quelantes macrociclicos bifuncionais podem formar complexos estaveis
ligacbes catidnicas e covalentes com macromoléculas (peptideos e
anticorpos). Agentes quelantes como o DOTA tém sido extensamente utilizados para a
Y7Lu. A alta estabilidade do composto é

devido ao fato das reacdes de dissociacdo serem extremamente lentas (Velikyan,

A Unica forma quimica estavel do gélio em solucdo aquosa é o Ga®*" (catiénico),

que pode hidrolisar ou precipitar em pH 3-7 para a forma insolluvel de triéxido, se a
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concentracdo exceder o0s niveis nanomolar. Porém, na presenca de agentes
estabilizantes, este processo pode ser evitado. Em pH fisiolégico (7,4), o galio é
solavel, pois ha a formacao de ions [Ga(OH).]". A forma catidnica (Ga®") é classificada
como metal acido forte, que pode formar complexos estaveis com muitos ligantes
contendo oxigénio e nitrogénio, assim como o enxofre, como doador de elétrons.
Portanto, é adequado que o galio seja conjugado com agentes quelantes complexados
com biomoléculas ou outras macromoléculas (Velikyan, 2005).

O agente quelante DOTA usado com o Ga®" é mais utilizado para ligar
biomoléculas com radioisétopos para PET, que apresenta uma boa estabilidade quimica
quando administrado in vivo. Além disso, este complexo (M-DOTA) apresenta
caracteristicas de depuragdo sanguinea favoraveis (Tanaka et al, 2008). Também, é
conhecido por formar um complexo termodinamicamente e cineticamente estavel com
um grande numero de metais de cargas +2 e +3 (Aime et al, 1998).

Entretanto, a cavidade central do ion é considerada grande para o tamanho do
Ga**, resultando na participacdo de apenas dois dos trés grupos carboxilicos na
formacdo do complexo (N»,O,) (Eisenwiener et al, 2002). Além disso, a cinética do
complexo DOTA com o Ga®" é lenta e para ter um bom rendimento é necessaria uma
alta temperatura. Isto se torna um fator limitante para moléculas que ndo suportam
altas temperaturas como os anticorpos monoclonais.

0] agente quelante HBED-CC (N,N'-bis[2-hidroxi-5-
(carboxiethil)benzil]etilenodiamina-N,N'-acido diacético) é facilmente complexado com
anticorpos e fragmentos de anticorpos e pode ser facilmente marcado com is6topos de
galio sob condi¢cbes brandas (Eder et al, 2008; Eder et al, 2010), mas é raramente
usado, pois sao necessarias diversas etapas de marcacao (Wangler et al, 2011).

Outro agente quelante importante € o NOTA, sua cavidade possui o tamanho
ideal para os ions do galio, resultando em um complexo termodinamicamente mais

estavel em relacdo ao DOTA (logK NOTA-Ga=30,98 e logKkDOTA-Ga = 21,33) (Clarke e
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Martell, 1991; Clarke e Martell, 1991). Todos os grupos carboxilicos e os atomos de
nitrogénio estao envolvidos na sintese do complexo. Além disso, a cinética entre o
Ga®* e o NOTA é muito mais rapida em relacdo ao Ga®*"-DOTA e n&do necessita de
aquecimento. No entanto, quando o NOTA é introduzido em uma biomolécula por
transferéncia de um grupo carboxilico por um grupo amida, a estabilidade do complexo
é reduzida, pois a amida ndo é um doador forte como o oxigénio do grupo carboxilico
(Boswell et al, 2008; Sherry et al, 1989). Para prevenir a reducdo da estabilidade do
complexo, foram desenvolvidas moléculas derivadas do NOTA com a adi¢cdo de grupos
funcionais que se ligaram a biomolécula e mantiveram a caracteristica de complexarem
rapidamente sem a necessidade de aquecimento, como por exemplo o0 p-SCN-Bn-
NOTA (S-2-(4-Isotiocianatobenzil)-1,4,7-triazaciclononane-1,4,7-acido triacético) e o
NODAGA (1,4,7-triazaciclononane,1-acido glutarico-4,7-acido acético) (Wangler et al,
2011).

Heppeler et al (1999) realizaram o estudo de marcacdo do DOTATOC (FIG. 15)
com ®“Ga, ™In e °°Y e mostraram que ha também a influéncia do radionuclideo. A
mesma metodologia foi utilizada para os trés radioisétopos, ou seja, a complexacao foi
realizada sob aquecimento (90°C, 25-30 minutos) do DOTATOC com o %'Ga, ***In e
9y, O rendimento das marcacdes foi superior a 99,5% e a atividade especifica >
40GBgumol™. No estudo de biodistribuicéo, foi avaliada a captacdo renal e tumoral em
camundongos nude com tumor pancreatico AR4-2J (provenientes de ratos) em
comparacdo com **In-DTPA®-5-Phe*-octreotideo (Octreoscan®) (FIG. 16) usado como

método padrao, Os resultados estdo sintetizados na FIG. 17.
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FIGURA 15— Formula Estrutural do DOTATOC. Em destaque o agente quelante

DOTA (Heppeler et al,1999)

FIGURA 16- Formula Estrutural do DTPA™ octreotideo. Em destaque o agente

quelante DTPA (Heppeler et al,1999)
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FIGURA 17 — Estudo de biodistribuicdo do DOTATOC marcado com ®'Ga, **In
e °°Y em comparacdo com ***In-DTPA-octreotideo, administrado em camundongos

nude com tumor pancreatico AR4-2J

Os compostos marcados mostraram que possuem uma maior captacdo tumoral
e menor captacdo hepéatica em relacdo ao *'In-DTPA-octreotideo. A captacédo tumoral
do ®“Ga-DOTATOC foi significantemente maior que a dos outros compostos, no estudo
realizado ap6s quatro horas da administracdo dos radiofarmacos, e apresentou menor
captacao renal. Apesar da captacdo tumoral ser muito importante, a baixa captacéo
renal também dever ser considerada, pois 0s rins aparecem como 0 6rgao mais
afetado pelos danos da radiagcdo. Apds a filtragdo glomerular, os peptideos sao
reabsorvidos pelos tubulos renais e retidos parcialmente, o que pode causar danos a
longo prazo, principalmente se for utilizado em radioterapia com radionuclideos (*°Y-
DOTATOC). A desvantagem do ¢’Ga-DOTATOC é em relacdo a sua estabilidade in vivo,
que é menor em relagdo aos outros compostos. Ap6s 4-6 horas, foram encontrados
dois metabdlitos, o principal sendo o ®’Ga-DOTA-5-Phe e uma pequena quantidade de
%’Ga-DOTA. Este estudo mostra que pequenas alteracfes no composto marcado podem

alterar a ligacdo com os receptores de somatostatina (Heppeler et al,1999).
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4.3.2 — Radiofarmacos Destinados a Alvos Especificos

Nos ultimos anos, a medicina tem se voltado aos estudos de prevencao,
diagndstico e terapia personalizada focada em nivel molecular e genético, alterando o
manejo de cada doenc¢a de acordo com o quadro do paciente/doenca (Baum e Roesch,
2011). Isto inclui o estudo de alvos especificos, ou seja, radiofarmacos baseados na
ligacdo com o receptor no tecido danificado. O acimulo do radiofarmaco quando se liga
ao receptor com alta afinidade e especificidade do tecido lesionado leva a localizacéo
da doencga (Liu, 2004). O maior desafio nesta area é a reducdo de custo, porém
existem muitas barreiras financeiras, praticas e das préprias agéncias regulatérias que
precisam ser superadas para atingir este objetivo (Nunn, 2007).

Diversas moléculas marcadas com radionuclideos tém sido estudadas com este
objetivo, principalmente os anticorpos monoclonais, os fragmentos de anticorpos e os
peptideos. Como conseqliéncia destes intensos estudos nesta area muitas moléculas
marcadas ja sdo utilizadas na rotina clinica como o  'In-DTPA-octreotideo

(Octreoscan®) e o *"’Lu- DOTATATO, comercializado pela DIRF (IPEN/CNEN-SP).

4.3.2.1 — Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo considerados agentes promissores por
possuirem uma alta especificidade pelo alvo, assim como os peptideos. Anticorpos de
diferentes epitopos sao produzidos quando um animal é exposto a um Unico antigeno.
Estes anticorpos sdo chamados de anticorpos polimonoclonais, pois cada anticorpo é
derivado a um clone diferente de células plasmaticas. Estes anticorpos podem ser
usados para detectarem antigenos em humanos, porém apresentam baixa
especificidade. Em 1975, George Kohler desenvolveu a tecnologia dos anticorpos

monoclonais, também chamada de hibridoma, que consiste na exposi¢cdo do anticorpo



43

a apenas um epitopo e permite a producdo de apenas anticorpos especificos. Estes
anticorpos possuem uma forte ligacdo cinética com antigenos (avidez) e estritamente
ligado aos antigenos determinantes (especificidade) (Weinberg, 2008).

O sistema imune é altamente especializado na deteccdo e eliminagdo de
agentes infecciosos, incluindo virus, bactérias e fungos. Uma das maiores questdes
estudadas na ultima metade do século passado € de como o sistema imune também
poderia ser capaz de fazer o reconhecimento e de eliminar células tumorais. As
moléculas de anticorpo formadas por células B e seus descendentes apds a
apresentacdo de antigenos podem reconhecer e ligar as particulas infecciosas,
neutralizando-as. Nesta mesma linha, é possivel que as células tumorais que
apresentem proteinas antigénicas de superficie possam desencadear a producdo de
anticorpos pelo sistema imune (Weinberg, 2008).

Em 1992, foi aprovado o primeiro anticorpo monoclonal murinico marcado com
1In pelo FDA (Food and Drug Administration) para diagnéstico de recorréncia de
cancer colo retal e ovario (OncoScint®, 1992). Posteriormente, outros anticorpos
monoclonais marcados com radionuclideos foram aprovados para diagnodstico e terapia

para outras doencas, como mostra a TAB. 7 (Olafsen e Wu, 2010):
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TABELA 7 — Anticorpos Monoclonais usados em aplicacfes clinicas e aprovados
pelo FDA (Olafsen e Wu, 2010)

Nome Nome Data de Alvo Radiois6topo Indicacles
Genérico Comercial Aprovacao aprovadas
pelo FDA
Satumomab  OncoScint® 12/1992 TAG-72 n Carcinoma de
pendetideo™ ovario e colo
retal
Arcitumomab CEA-Scan® 06/1996 CEA #9MTe Carcinoma de
mama, colo
retal e pulmao
Imciromab Centocor®  07/1996 Miosina n Necrose  do
pentetato* miocardio
Nofetumomab Verluma® 08/1996 Glicoproteina  %°"Tc Carcinoma de
merpentan (40kDa) células
pequenas e
ndo pequenas
de pulméo
Cepromab ProstaScint® 10/1996 Glicoproteina  **'In Carcinoma de
pendetideo (100 kDa) prostata
Ibritumomab  Zevalin® 02/2002 CD20 9Oy Linfoma néo-
tiuxetan Hodgkin
Tositumomab Bexxar® 06/2006 CD20 131 Linfoma néo-
Hodgkin

* nao comercializados

A desvantagem desta técnica é que os anticorpos quando administrados in vivo

possuem uma lenta depuracdo sanguinea (Liu, 2004), o que faz com que o composto

tenha que ser injetado dias antes para realizar a imagem. Um exemplo é o

Cepromab Pendetideo (ProstaScint®),

para diagnostico de cancer

111y

de prostata

recorrente, onde a imagem ¢é realizada 5 dias apés a administracdo do radiofarmaco

(Weiner e Thankur, 2002). Em um estudo realizado por Scheidhauer et al (2002)
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avaliou-se a biodistribuicdo e a cinética do '*'I-IDEC-C2B8 (Rituximab®, Roche
Pharma, Suica) em pacientes com linfoma Nao-Hodgkin. Apés 1 hora da injecdo do
radiofarmaco, as primeiras imagens foram realizadas, mostrando que a atividade se
encontrava na corrente sanguinea, no coracao, grandes vasos, figado, baco e rins. Ao
longo do tempo, esta atividade foi diminuindo e finalmente alcancando o tumor. Na
maioria dos pacientes, o tumor ficou evidenciado ap6s 144 horas. A FIG. 18 mostra
uma representacdo de uma cintilografia comparando as imagens realizadas com 1 hora

e 120 horas ap0s a injegéo.

s )

1hp.. 120 h p.i.

FIGURA 18- Cintilografia de corpo inteiro adquirida com 1 hora e 120 horas ap6és a
injecdo do **'1-IDEC-C2B8 (Scheidhauer et al, 2002)

Estudos de imagens com anticorpos mostraram que a depuragdo sanguinea €&
inversamente proporcional ao tamanho da proteina. Por isso, anticorpos intactos
permanecem mais tempo no organismo (Olafsen e Wu, 2010).

A marcacdo de anticorpos monoclonais intactos com °®Ga néo é algo promissor,

devido a discrepancia entre o tempo de meia vida fisica do ®®Ga e a farmacocinética
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lenta da maioria dos anticorpos monoclonais. Entretanto, € possivel marcar com
radiois6topos de meia vida fisica mais longa (Breeman et al, 2011).

Uma propriedade desejavel para a marcagdo de anticorpos com radioisé6topos
de meia vida fisica mais curta é reduzir o tamanho dos anticorpos, sem comprometer a
sua especificidade, para se ter uma rapida depuracédo sanguinea (Olafsen et al, 2009).
A producdo de fragmentos de anticorpos geneticamente modificados de diferentes
tamanhos e valéncias comegou com a introdugcdo de um fragmento de cadeia Unica
variavel (scFv, 25kDa) (FIG. 19). Usando o scFv como blocos de construcdo, uma
grande quantidade de fragmentos de anticorpos foram gerados, como: diabodies
(dimeros de scFv, 50kDa), minibodies (dimeros de scFv-C;3, 80kDa) e dimeros scFv-
Fc (fragmento cristalizado) (105kDa). Estes fragmentos apresentam uma melhor
captacao tumoral, depuracao cinética mais rapida e excelente razdo tumor/sangue. A
desvantagem dos fragmentos é que eles possuem apenas um sitio de ligacdo do

antigeno (monovalente), que implica na reducado da afinidade tumoral do anticorpo.

D Gh P AY e

bl D - | C,2
— ] \
' \L ¥ % £ = Fe
| N e N
Fv scFv Diabody Minibady scFv-Fc Intact antibody
12 kDa 25 kDa 50 kDa 80 kDa 105 kDa 150 kDa
- E——
Farmacocinética Farmacocinética
Rapida Lenta

FIGURA 19- Representacdo do anticorpo intacto e de seus fragmentos modificados,
incluindo fragmento Unico de dominio variavel (Fv), cadeia Unica Fv (scFv), diabody,

minibody e scFv-Fc (Olafsen et al, 2009)
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Leung (2010) mostrou em estudos com animais, que os fragmentos de
anticorpos marcado com o °®Ga, possuem uma farmacocinética mais rapida e favoravel

para o ®®Ga, atingindo o alvo em aproximadamente 2 horas ap6s a administracao.

4.3.2.2 — Peptideos

Nas décadas de 60 e 70, ocorreram as primeiras sinteses de peptideos
radiomarcados. Entretanto, o interesse para o emprego em diagnoéstico e terapia
ocorreu somente na década de 90, impulsionado pelo desenvolvimento de médulos de
sintese automatizados e o0s bons resultados apresentados na literatura (Aldegheri,
2005; Tanaka, 2008).

O termo peptideo é convencionalmente usado para se referir a moléculas com
menos de 50 aminoacidos (cerca de 5,5 kDa). Eles possuem alta afinidade por células
tumorais desde que expresse em suas membranas plasmaticas uma grande
quantidade de receptores. A maioria dos tumores expressa receptores mediadores
regulatérios do crescimento in vivo, que possuem afinidade por diferentes tipos de
peptideos, e muitos destes receptores sédo, além disso, expressos em maior quantidade
em muitos canceres primarios em relacdo ao tecido normal, facilitando a visualizacao
em medicina nuclear diagndéstica (Reubi, 2008; Weiner e Thankur, 2002).

Os peptideos sdo moléculas pequenas e hidrofilicas, esta caracteristica permite
uma permeabilidade rapida ao receptores. Além disso, geralmente os peptideos nao
atravessam a BHE, fazendo com que seja uma molécula para estudos de tumores
periféricos. O cérebro expressa uma grande quantidade da maioria dos receptores,
podendo originar alguns efeitos colaterais. Porém, quando a BHE ja se encontra
rompida, como no caso dos tumores gliais indiferenciados (glioblastomas), os
peptideos podem atingir estas células (Grozinsky-Glasberg, Grossman e Korbonits,

2008; Melero, 2008; Reubi, 2008,).
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Certos tipos de tumores também podem ter uma resposta inibitéria ou um
crescimento promovido através de sinais de peptideos, tornando-os importantes
ferramentas no diagnoéstico e tratamento de tumores. Um exemplo disso é o uso dos
analogos da somatostatina, cujos receptores sao expressos em grande quantidade em
muitos tecidos neoplasicos. Esta se tornou uma ferramenta importante para o estudo
destes tipos de tumores, em medicina nuclear, ou seja, analogos da somatostatina

foram marcados com radiois6topos, emissores y, para estudos funcionais (Dekker,

2004). A marcagdo de peptideos com metais depende de alguns fatores, como:

= A ligacao entre o peptideo e o agente quelante deve ter um alto rendimento
de marcacéo (>99,5%);

= Alta atividade especifica e estavel sob condi¢fes fisioldgicas;

= A introducdo do agente quelante na molécula ndo comprometa a afinidade
com o sitio de ligacado do receptor;

= A relacéo de captacdo tumor e ndo tumor;

= A molécula marcada deve ser hidrofilica e excretada pelo sistema urinario.

(Hepeller et al, 1999; Velikyan, 2005)

4.3.2.2.1- Somatostatina

A somatostatina € um peptideo ciclico com 14 aminoacidos que age como um
neurotransmissor ou um hormoénio dependendo do sitio de acdo- e do tipo de célula
alvo. Esta presente no trato gastrointestinal, no sistema pancreatico e no hipotalamo
do cértex cerebral. A somatostatina inibe o crescimento e a proliferacdo de varias
células tumorais, que expressam uma grande quantidade de seus receptores. Por este
motivo, ela é utilizada no tratamento e no diagndstico de tumores neuroenddcrinos.

Estes tumores frequentemente se originam no pancreas e no trato gastrointestinal,
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podendo incidir em outras estruturas intra ou extra-abdominais (Aldegheri, 2005;
Sapienza, Buchpiguel, Hironaka, 2008).

Os receptores da somatostatina sdo expressos em 5 subtipos (sstl, sst2, sst3,
sst4, sst5). Os receptores sst2, sst3 e sstb sdo 0s mais comuns. Porém, existe uma
grande variacdo destes subtipos expressos nos tumores (Oberg et al, 2004). Analogos
da somatostatina sintéticos (octreotideo, lanreotideo, [Tyr®]Joctreotideo,
[Tyr®]octreotato) mostram uma alta afinidade pelos receptores da somatostatina,
principalmente o sst2, rapida internalizacdo, clareamento sanguineo e excregdo renal
(Wild et al, 2005; Pettinato et al, 2008; Waser et al, 2009). Estes peptideos foram
modificados para que seus analogos sintéticos permanecessem mais tempo no
organismo e nado sofressem acdo das peptidases (Grozinsky-Glasberg, Grossman e
Korbonits, 2008; Reubi, 2008). O t,, vida bioldgica circulante do analogo da
somatostatina octreotideo é 1,5 — 2 horas, caracteristica que permitiu o uso clinico do
peptideo (Olsen et al, 1995). Além disso, em células tumorais a expressao de
receptores € 100 vezes maior em relagcdo as células normais (Neves e Lambrecht,
2002).

Atualmente, a cintilografia de receptores da somatostatina é realizada com o
1n-  Octreotideo, para a avaliagdo da localizacdo e estagio de tumores
neuroendoécrinos gastroenteropancreatico, fornecendo informacdes sobre um futuro
planejamento radioterapico. Entretanto, este método é baseado em imagens planares
(SPECT), ndo permitindo a quantificacdo mais precisa dos receptores, o que pode ser
mais precisamente quantificado em imagens PET. Além disso, o Octreoscan® (**!In-
Octreotideo) possui um alto custo, pois o ***In é produzido em ciclotron, tem a sua
disponibilidade restrita, baixa resolucdo de imagem e uma dosimetria relativamente
alta para o paciente (Gabriel et al, 2003). Diversas publicacbes relataram a

superioridade do PET em comparacao com o SPECT, em relacdo a taxa de deteccéo,

sensitividade, resolucao e quantificacdo, principalmente em pequenas lesdes, devido as
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limitacSes da cintilografia com Octreoscan®, devido & intensa captacdo hepatica, no
baco e nos rins (de Herder et al, 2005; Hofmann et al, 2001; Modlin et al, 2005).

Os analogos da somatostatina marcados com °®Ga, que possui um ty, curta,
permitem a captacdo de imagens dos receptores, enquanto mantém doses de radiacdo
aceitaveis para o paciente, além de permitir a repeticdo do exame no mesmo dia. O
PET oferece uma resolucao espacial melhor em comparacdo com a cintilografia (3-
6mm versus 10-15mm) e a quantificacdo do tracador é facilitada.

Os andalogos da somatostatina, quando sintetizados com o agente quelante
DOTA, mostraram uma alta estabilidade in vivo e in vitro. Além disso, a presenca do
Ga*' na cavidade do DOTA aumenta a afinidade pelos receptores, quando comparado
com outros metais trivalentes, como o Y** e o In®* (Breeman et al, 2005),
provavelmente devido as diferencas entre a quimica de coordenacdo (Roesch e Riss,
2010).

A cinética do °®Ga-DOTA-peptideos, como o DOTATOC, DOTANOC [(DOTA®, 1-
Nal®) Octreotideo] e DOTATATE (FIG. 20) é rapida (Hofmann et al, 2001) e esta de
acordo com a meia vida fisica do ®®Ga. O tamanho pequeno destas moléculas mostra
propriedades farmacocinéticas favoraveis, o processo de ligacdo com a proteina G
(receptores onde sdo expressos 0s receptores da somatostatina) € rapido, assim como

a depuracdo sanguinea, ambas as caracteristicas sdo essenciais para 0 sucesso da

aplicacao clinica da molécula (Fischman, Babich e Strauss, 1993).
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FIGURA 20 - Formula Estrutural do DOTATOC, DOTANOC e DOTATATE (Breeman et

al, 2010)

O DOTANOC possui uma alta afinidade pelos receptores sst2, sst3 e sst5. Em
estudo realizado por Antunes et al (2007) comparou-se a eficacia do ®®Ga-DOTANOC e
o °8Ga-DOTATATE, mostrando que o °®Ga-DOTANOC é superior em relacdo ao ®®Ga-
DOTATATE. Portanto, Prasad e Baum (2007) utilizam o °®Ga-DOTANOC na rotina
clinica.

Em outro estudo realizado por Ruffini et al (2006), foi demonstrada a
importancia do °®Ga-DOTANOC em pacientes com neuroblastoma, que surge através

do sistema nervoso simpatico. E um tumor sélido na infancia, de alta malignidade e é
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mais comum aparecer em regifes extracranianas. Os receptores da somatostatina
estdo associados com fatores bioldgicos e clinicos do neuroblastoma. Uma comparacao
entre o °8Ga-DOTANOC e o '®F- FDG (FIG. 21) em paciente com neuroblastoma,
demonstrou uma intensa captacdo do metabolismo da glicose e intensa expressdo dos
receptores da somatostina nos mesmo locais, porém na regido cerebral em que ha

intensa captacdo de glicose ndo é possivel identificar as lesbes, ao contrario das

imagens realizadas com °®Ga-DOTANOC.

i3y

] L] L

FIGURA 21 - Comparacéo entre o *®F- FDG (A) e o °®Ga-DOTANOC (B) em

paciente com neuroblastoma (Ruffini et al, 2006)
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No entanto, a literatura mostra a importancia de estudos realizados com o ®®Ga-
DOTATOC, que mostrou ser mais efetivo na deteccado de tumores neuroenddcrinos em
relacdo ao '®F-FDG, foram detectadas 57/63 lesées em 15 pacientes em comparacédo
com apenas 43/63 lesdes com *®F-FDG (Koukouraki et al, 2006).

A FIG. 22 mostra uma comparacdo entre o °®Ga-DOTATOC, **'In-Octreotideo e
o '®F- Fluoreto em um paciente com mdltiplos nédulos no figado e metéastases nos

linfonodos (Gabriel et al, 2007).

ANT Post

FIGURA 22 - Comparacdo entre *'In-Octreotideo (A- imagem anterior, B-
imagem posterior), °®Ga-DOTATOC (C) e o ®F- Fluoreto (D), respectivamente. A
imagem realizada em PET com a administracédo de ®®Ga-DOTATOC mostra claramente
11

as metastases Osseas confirmadas com o *®F- Fluoreto, enquanto que o

Octreotideo mostra apenas algumas lesBes 6sseas (Gabriel et al, 2007).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1- Infraestrutura e Equipamentos

Todos os procedimentos foram realizados nos laboratérios da DIRF

(IPEN-CNEN/SP). Os principais equipamentos utilizados foram:

> Purificador de Agua — Elix 10, Millipore Co., EUA. Parametros da agua:

-1
Resistividade elétrica (= 5 MQ.cm a 25°C); TOC (< 30 ug.L ) e condutividade elétrica

(< 0,2 gs/cm a 25°Q).

> Balanga analitica, modelo AUW 220, Shimadzu, Japao,

> Balanca semi-analitica, modelo EB — 2200HU, Shimadzu, Japéao,

> Calibrador de dose, CRC — 15BC, Capintec Inc., EUA,

> Capela com sistema de exaustdo, Braslab Equipamentos para

Laboratério Ltda, Brasil,

> Chapa de aquecimento com agitador — RH basic 2 IKAMAG® - IKA®,
Alemanha,

> Espectrometro de emissao o6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES), Varian Vista — MPX, Varian Inc., EUA,

> Espectrobmetro de radiacdo gama constituido de um detector de

germanio hiperpuro (HPGe), modelo GX1518, acoplado a um sistema de aquisi¢cdo

multicanal da Canberra Inc., EUA,

®
> Estufa para Esterilizacdo e Secagem por Conveccdo Natural — ORION

Linha 515 — Fanem Ltda, Brasil,
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5.2- Reagentes e Materiais em Geral

» Acetato de amoénio, Merck KGaA, Alemanha,
» Acetona , Merck KGaA, Alemanha,

» Citrato de sédio, Merck KGaA, Alemanha,

> Eter Diisopropilico, Merck KGaA, Alemanha,

» DOTATOC, Pichem, Austria

®
» Filtros 0,22 pym - Millex Filter units , Millipore Co., EUA,

» Fitas para cromatografia em camada delgada de silica gel ITLC-SG
(Instant Thin Layer Chromatography — Silica — Gel), Pall Life Sciences,
EUA,

> Geradores de °%Ge-°®Ga (1.110 MBg/30 mCi), Cyclotron Co. Ltd.
(Obninsk, Radssia) adquiridos em 2008 e 2011,

» Galio-67, MDS Nordion, Canada,

» HCI 37% , Merck KGaA, Alemanha,

» HCI 30% (Suprapuro) , Merck KGaA, Alemanha,

> HNO3 65 %, Merck KGaA, Alemanha,

» Metanol, Merck KGaA, Alemanha,

» Micropipeta plastica (Sigma-Aldrich®, EUA),

» Nal , Fluka Analytical, Suica,

» NaOH , Merck KGaA, Alemanha,

» NH4OH, Merck KGaA, Alemanha,

» Padrao Multielementar para ICP-OES em HNOs; 2-3% (1000 mg.mL-1) -
Merck KGaA, Alemanha,

» Padrao de Ge para ICP-OES em HNO; 2-3% (1000 mg.mL-1) — Merck

KGaA, Alemanha,
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Papel indicador de pH , Merck KGaA, Alemanha,

®
Pipetas automaticas - Pipetman , Gilson Inc., EUA,

Resina de Adsorgcdo XAD-16, Amberlite, EUA;

Resina de troca aniénica — AG1-X8, Bio-Rad Laboratories, EUA,

Resina de troca anibnica — Chelex 100 (100-200 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catibnica — AG50WX2 (100-200 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catibnica — AG50WX4 (100-200 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catibnica — AG50WX4 (200-400 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catibnica — AG50WX8 (200-400 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catibnica — AG50WX8 (=400 mesh) — Doacéo

Resina de troca catibnica — Dowex 50W-X8 (200-400 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Resina de troca catidbnica — AG50WX12 (100-200 mesh), Bio-Rad
Laboratories, EUA,

Seringa 1mL Padrao (BD®, Brasil),

Sep-Pak C-18 de fase reversa (Waters Corporation, EUA),

Sulfato de Zinco Heptahidratado, Merck KGaA, Alemanha,

Vidrarias em geral
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5.3- Métodos

5.3.1- Gerador de ®®Ge/%®Ga e ®’Ga

Foram usados dois geradores de %8Ge/®®Ga (FIG. 23) provenientes da empresa

Cyclotron Co. Ltd. (1.110 MBg/30 mCi, Obninsk, Russia). O primeiro gerador de

%8Ge/%®Ga foi adquirido em 2008 e o segundo em 2011.
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FIGURA 23- Gerador de *®Ge-%®Ga comercializado pela empresa Cyclotron Co. Ltd

O primeiro gerador ndo trazia uma especificacdo exata do fabricante em relacéao
ao volume de HCI 0,1 molL™ para a eluicdo. Na literatura, foram encontrados valores
variaveis em relacdo ao volume da solucdo acida usada como eluente (4-10 mL), com
tempo da eluicdo similar (2-3 minutos) (Asti et al, 2008; Ocak et al, 2010;
Zhernosekov et al, 2007). Por este motivo, foi realizada uma curva de eluicdo com um

volume total de 20mL de HCI 0,1 molL™?, fracionado de 1 em 1mL e a atividade de %8Ga
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foi medida no calibrador de doses (Capintec®). No segundo gerador, a eluicdo foi
realizada seguindo as especificacées do fabricante, ou seja, 5mL de HCI 0,1 molL™ .

A eficiéncia de eluicdo dos dois geradores foi avaliada ao longo do periodo em
que foram utilizados, sendo o primeiro gerador utilizado por mais de dois anos e o
segundo durante um ano. A eficiéncia do gerador é calculada através da relacdo do
rendimento teérico com a atividade obtida do gerador de ®®Ge-%®Ga (eq. 1).

O %’Ga é proveniente da empresa MDS Nordion®. Em alguns experimentos foi

usado como um substituto do *®Ga.

(eq. 1)

_ 0, <At _-At Onde: A ;:constante de decaimento do %8Ge
A= A2 Al (e -e7"2)

A- A1 A »:constante de decaimento do %8Ga

t= tempo de crescimento

A= 0,693/t1/2
A, = Atividade do elemento pai

A% = Atividade do elemento filho

5.3.2 — Controle de Qualidade do Gerador de ®8Ge - ®8Ga

5.3.3 — Controle Radionuclidico

A Unica impureza radionuclidica do °®Ga é o ®®Ge. O nivel de impureza do °®Ge,
foi medido apés o decaimento completo do °Ga (>24horas) em um detector de
germanio hiperpuro da Canberra acoplado a um sistema de multicanal gerenciado pelo
programa Geniepc (FIG. 24). Este tipo de controle mede a quantidade de °Ge
presente na amostra de °®Ga. No mesmo dia da eluicdo, mede-se a atividade de °®Ga

obtida na amostra. Como a t;;, do °®Ga é 68 minutos, apdés 24 horas, todo o ®®Ga
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contido na amostra decaiu para °®Zn (estavel) e se a amostra for medida novamente,
todo ®Ga vira do decaimento do ®®Ge presente como impureza. A atividade de ®®Ge é
entdo calculada pela equacdo do crescimento de ®®Ga (eq.1). Segundo o fabricante do

gerador de ®®Ge/®®Ga o limite para o nivel de ®Ge no eluido é 0,01%.

FIGURA 24 - Detector de germéanio hiperpuro da Canberra acoplado a um sistema de
multicanal (DIRF-IPEN/CNEN-SP)

O detector de germéanio hiperpuro € um detector semicondutor com boa
resolucdo para medidas qualitativas e quantitativas de raios X e raios gamas. A
quantificacdo da atividade de cada radiois6topo é feita através das areas dos fotopicos
que aparecem nos espectros de pulsos, podendo apresentar fotopicos de 100 a 2000
keV (Keller, 1981; Nascimento, 1993).

“Esta quantificacdo dos fotopicos, pode ser feita de modo
rapido, automatico e com menor grau de erro operacional,
fazendo-se o0 acoplamento de um microcomputador ao

analisador multicanal. Desse modo, pode-se fazer a
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transferéncia dos dados dos espectros de pulsos e através de
um programa especifico pode-se localizar automaticamente os
fotopicos e quantificar suas areas, além de se determinar a
energia dos raio gama detectados a partir de uma curva de
calibrardo colocada na memoéria do computador (Nascimento,
1993).”

Para as analises quantitativas, a atividade foi calculada através das equacgfes 1

e 2:

(eq.2)

cps
a, .&,

dps =

Onde:

dps= desintegracdo por segundo (Bq);

cps= contagem por segundo, que €& a area do pico dividido pelo tempo de
contagem;

a= abundancia dos raios - y do radionuclideo (%);

¢= eficiéncia do detector, utilizando fontes calibradas de ®°Co, *’Cs e *?Eu.

5.3.4 — Controle Quimico

A determinacdo dos metais considerados como impureza quimica das solucdes
contendo ®’‘Ga e °®Ga foram realizadas através da técnica de espectrometria de
emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES, Varian, Vista — MPX)

(FIG. 25).
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FIGURA 25 - Espectrometro de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado

(DIRF-IPEN/CNEN-SP)

Para calibracdo do ICP-OES foram utilizadas solu¢des padrfes de Cu, Ge, Fe, Ni,
Ti e Zn (padrdes certificados de 1000 pg/mL) (Merck, Alemanha). O Ge, Fe, Ti e Zn sdo
os principais contaminantes presentes na eluicdo do ®®Ga, ja o Cu, Ni, Fe e Zn s&o os
principais contaminantes resultantes da producdo do °’Ga (Certificado de Analise da
MDS Nordion®). As curvas de calibracdo destes elementos tiveram as seguintes
concentracdes: 0,02 - 0,04 - 0,06 - 0,08 - 1,0 ug/mL. Todos os padrbes foram diluidos

em HNO3; 3%.

5.3.4.1 — Fundamentos Teodricos da Espectrometria por Emissao

Atbmica

Na década de 70, a técnica de espectrometria de emissdo atdbmica com fonte de
plasma teve grande desenvolvimento (Skoog, 1985). Ela é baseada no conceito de que

cada atomo ou ion tem estados de energia caracteristicos. Quando excitados, estes
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elétrons tendem a voltar ao estado fundamental emitindo energia na forma de fotons.
Ha& muito tempo, utiliza-se a técnica para identificar qualitativamente atomos através
da exposicdo de um metal na forma de um sal sob aquecimento (bico de Bunsen) e
aparecem cores caracteristicas de cada metal. Se houver um meio de dispersao
adequado, surgem diversas linhas com cores caracteristicas para cada metal (Jeffery,
1992). Estas espécies, quando estdo em niveis excitados, produzem fdétons com
comprimento de onda para serem detectados por um sensor especifico. Esta etapa do
processo de analise é chamada de atomizacdo, em que a amostra, geralmente na
forma liquida, é volatilizada e decomposta de tal forma que produza ions e atomos em
fase gasosa (Skoog, 2004).

O plasma é uma mistura de gases condutores, com uma concentracdo de
cations e elétrons em temperatura elevada, como 10.000K. O plasma de gas argénio
usado nesta técnica, seus ions e elétrons sdo os principais condutores da amostra, mas
os céations da amostra também podem contribuir. A amostra é aspirada, o gas e a alta
velocidade pulverizam o liquido em gotas finas de diversos tamanhos, que sao levadas
para dentro do plasma (Skoog, 2004).

Esta técnica determina qualitativamente e quantitativamente diversos
elementos, em ordem de pg/mL. Um método rapido e de alta sensibilidade, por
existirem poucas interferéncias, devido a alta velocidade dos ions e 4tomos, a faixa do
espectro, a alta temperatura atingida e dessolvatacdo e vaporizacdo da amostra

(Oliveira e Clain, 2010; Skoog, 2004).

5.3.5 — Producéo do °°Zn

Dentre todas as impurezas analisadas (Cu, Fe, Ge, Ni, Ti e Zn), a mais

abundante nas amostras de ¢”/®®Ga antes e apds o processo de purificacdo foi Zn em
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todos os experimentos, bem como em alguns reagentes. Para acompanhar o
comportamento quimico do Zn foi preparado um tracador radioativo, o °°Zn.

Amostras de Sulfato de Zinco Heptahidratado (1g, ZnS04.7H,0) foram
irradiadas em Eppendorf® dentro de invélucro de aluminio (7cm de altura, 2,1cm de
diametro) em posicdes selecionadas no reator nuclear IEA-R1 no IPEN-CNEN/SP (FIG.

26). O fluxo de néutrons foi de 1,0 x10** n.s™.cm™ durante uma hora.

FIGURA 26 - Reator Nuclear IEA-R1 (IPEN-CNEN/SP)

O %2Zn possui T1,=5880 horas e o pico de energia gama mais abundante
(48%) é 1115keV. A meia vida longa e o gama com energia diferente do °®Ga permite
que ambos os radioisotopos possam ser mensurados em uma mesma solucdo. A
atividade do ®®Ga foi medida logo ap6s a finalizacdo do processo de purificacdo em um
calibrador de dose (Capintec®). A atividade do °°Zn foi medida no detector de

germanio hiperpuro.
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5.3.6 — Purificacdo da Agua

A resina Chelex 100® foi usada para purificar a 4gua proveniente do purificador
Elix®. A agua e a resina ficaram em agitacdo por no minimo duas horas a seguir a
agua foi filtrada em filtro de 0,22um. Foi avaliada a eficiéncia do processo através da
técnica de ICP-OES (item 5.3.2).

5.3.7- Purificacdo do ¢7/%%Ga

Foram estudados diversos métodos de purificacdo do ¢”/°®Ga, sendo o ®®Ga
proveniente do sistema de geradores de °®Ge-®®Ga. Os métodos mais promissores
foram: a purificacdo em resina catibnica baseada no trabalho de Zhernosekov et al
(2007), a purificacdo através da extracdo por solventes baseada nos trabalhos de
Fryxell e Nachtrieb (1949) e Brown (1971) e a separagdo quimica de amino —

complexos em resina catiénica (Abrdo, 1972).

5.3.7.1 — Purificacdo do °7/®8Ga através da Troca I6nica

O inicio da tecnologia moderna de troca idnica ocorreu em 1935, através do uso
de polimeros orgéanicos sintéticos, mas desde 1850 Way e Thompson observaram a
capacidade do solo em remover ions de amoénia e de potassio das solugdes. Iniciou-se
entdo um processo para encontrar trocadores idnicos inorganicos. Em 1917, Folin e
Bell descreveram a primeira tentativa do emprego de trocadores ibnicos para resolver
problemas de natureza bioquimica, para a determinacdo do teor de ambénio na urina.
Em 1935, comecaram a ser produzidas resinas de troca ibnica que apresentavam

resultados mais eficientes (Collins, Braga e Bonato, 2006).
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Em 1942, D' Alelio sintetizou resinas com base no grupo estireno cruzado com o
grupo divinilbenzeno, produzindo a primeira resina monofuncional, fortemente acida
(Rieman e Walton, 1970). A partir de entdo, novas resinas de diferentes tipos foram
sintetizadas. Isto se constituiu em um grande avan¢co nos processos de troca ibnica
(Santos, 1991).

Basicamente, as resinas sintéticas sdo sélidos formados por uma matriz
polimérica e de grupos ionizaveis quimicamente ligados & sua estrutura. A
copolimerizacdo do estireno e divinilbenzeno, seguida da sulfonagcdo, resulta na
formacao de resinas de troca i6nica fortemente acida (troca catidnica), enquanto que a
clorometilacdo, seguida da reacdo com uma amina terciaria, produz resinas de troca
idnica fortemente basicas (troca anidnica) (FIG. 27) (Mantoura e Riley, 1975).

As resinas de troca ibnica sintéticas devem ter sua estrutura molecular aberta e
permeavel de modo que os ions do solvente possam se mover livremente e para que a
troca seja efetuada com rapidez suficiente (Rieman e Walton, 1970; Mantoura e Riley,
1975). De acordo com Collins, Braga e Bonato (2006): “na cromatografia por troca
idbnica, a fase estacionaria é altamente carregada, e solutos com cargas de sinais

contrarios a esta sao seletivamente adsorvidos da fase mével.”
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FIGURA 27 — Estrutura quimica de uma resina de troca catiénica tipica

As resinas de troca catibnica contém cations livres que podem ser trocados por

cations da solugcao, como por exemplo, no caso do Ga:

(eq. 3)

(RNa), + Ga* «> R,Ga+3Na*

A primeira parte do grupo € fixada ao esqueleto da resina por uma ligacdo
covalente formando um tipo de macro-ion. Os ions de cargas opostas sao ligados ao
macro-ion por forgas eletrostaticas, sendo denominados de contra-ions. Estes contra-
ions fazem parte do grupo funcional e podem ser trocados por uma quantidade
equivalente de varios ions, de forma a manter a eletroneutralidade (Mantoura e Riley,
1975).

As propriedades fisicas das resinas sdo determinadas pelo grau de reticulacédo.
Uma resina altamente reticulada geralmente é mais dura, mais quebradica e menos

permeavel que uma resina de baixa reticulacdo; sendo assim, o grau de reticulagdo
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determina a capacidade de intumescimento e a velocidade de troca ibnica (Mantoura e
Riley, 1975).

Uma reacao de troca idnica consiste na troca reversivel de ions entre duas fases
imisciveis. Varios fatores sdo envolvidos no processo de troca idnica, dentre eles
destacam-se o tamanho das particulas, o tipo de troca, o fluxo e a temperatura
(Mantoura e Riley, 1975).

A capacidade de troca e a seletividade sao as principais caracteristicas de uma
resina, sendo a capacidade de troca expressa como uma medida da quantidade
maxima de contra-ions a serem trocados enquanto que a seletividade esta relacionada
com o grupo funcional, o grau de ligacbes cruzadas e a propria capacidade de troca

(Mantoura e Riley, 1975).

5.3.7.1.2 — Estudos de Purificacdo do ®"/%®Ga em Resina de Troca

Catidnica

Os estudos de purificacdo em resina catiénica foram baseados no trabalho de
Zhernosekov et al (2007), que foi desenvolvido a partir de estudos realizados por
Strelow et al (1971). A base do método consiste em uma cromatografia de troca
idnica, em que o °®Ga é eluido em uma mistura de acetona/acido (98:2)%. De acordo
com Strelow et al (1971) a acetona promove a formacdo de complexos de cloretos,
mais forte que o etanol e, portanto, promove condi¢cfes favoraveis de separagfes em
pequena quantidade de solvente. Eles mostraram o coeficiente de distribuicdo de 54
cations em uma mistura de HCl/acetona percolado em uma coluna contendo resina
catidbnica, em que as concentracdes de HCl variaram entre HCl 0,1 — 3,0 molL! e a
quantidade de acetona entre 0-95%. Na TAB. 8, é possivel observar que o Ga possui
um coeficiente de distribuicdo maior em relacdo ao Zn e ao Fe em uma mistura de

solucéo de acetona e HCI 0,1 molL™ (95:5)%.



68

TABELA 8- Coeficiente de Distribuicdo de varios metais em HCI 0,1 molL™" e acetona,

variando a proporcao de acetona (0-95%) (Strelow et al, 1971)

Elemento Proporcéao de Acetona (%)
0 20 40 60 80 90 95
cu** 990 1510 2450 3210 578 16,7 0,9
Fe?* 904 1440 3740 ~10™ 985 40,2 2,4
Fe®* >10" >10™ >10" >10" 28,6 2,4 0,5
Ga >10" >10" >10" >10" 1610 6,6 5,0
Zn 1010 939 848 380 7,6 2,4 1,2

O método de purificagéo e pré-concentracdo do °®Ga na coluna cromatogréfica,
foi baseado no trabalho de Zhernosekov et al (2007) e envolveu a percolacdo das

seguintes solucdes:

O eluido do gerador de °®Ge/®®*Ga (5-7 mL em HCI 0,1 molL™) foi

percolado pela resina;

* 1 mL da solugdo de acetona/HCI 0,05 molL™" (80/20)%, chamada de
solucdo N, foi usada para remover o °®Ge e outras impurezas da coluna
cromatografica;

* 1 — 0,4 mL da solucdo de acetona/HCI 0,05 molL™ (98/2)%, chamada
N,, foi usada para eluir o ®®Ga;

* 1 mL de HCI 4 molL™, para recondicionar a coluna e remover as

impurezas adsorvidas, como Ti;

= 1 mL de agua, para lavar a coluna.

Segundo Zhernosekov et al (2007), para se obter uma alta eficiéncia da eluicao

do °®Ga é necessario adicionar 150uL de N, na coluna, e aguardar cerca de 2 minutos
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de contato da solucdo N, para completa deadsorcdo do °®Ga da coluna.
Posteriormente, sdo adicionados mais 250uL de N, para remover o restante do °®Ga,
tendo o volume final de 400uL. Entre uma solucdo e outra, foi passado ar na coluna
para remover o volume restante das solucbes. Este processo de purificacdo esta

esquematizado na FIG. 28.

HCL 0,1 molL-? Gerador 8Ge-58Ga imL AcetonafHCI 0,05 molL-?
| | {80:20)%

400 pL Acetona fHCI 0,05
— molL-1 (98/2)%

Coluna
Microcromatograficacontendo
Resina Catidnica

0
J

(]

Rejeito [ TTer

FIGURA 28 — Esquema Basico de Eluicdo e Purificacdo do galio, baseado no trabalho

de Zhernosekov et al (2007)

5.3.7.1.3 — Escolha da Coluna Cromatogréafica

A resina catidnica usada no trabalho de Zhernosekov et al (2007) foi a AG50W-

X8 (=400 mesh) em uma coluna cromatografica (500uL, ~ 2 mm de diametro, ~5 mm

de comprimento). Esta resina nao esta comercialmente disponivel. Por este motivo,
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nos experimentos iniciais foi usada a resina catibnica AG50W-X8, 200-400 mesh, que
também foi usada no trabalho de Strelow et al (1971).
Os modelos de coluna cromatograficas empregados no presente trabalho estao

representados na FIG. 29, seguindo os pardmetros de altura e diametro.

FIGURA 29 — Modelos de coluna usada para a eluicédo do °®Ga: coluna de vidro com
placa porosa G2, seringa padrao de 1mL, Micropipeta plastica da esquerda para a

direita

5.3.7.1.4— Estudo Comparativo da ativacdo da resina catibnica com

acido/base e acido

As resinas comerciais podem apresentar impurezas organicas, como
mondémeros e polimeros de baixo peso molecular usados na sintese, entre outras. Para
fazer uso destas resinas, € necessario um tratamento prévio (ou ativagdo), com 0 uso
de acidos concentrados seguida da percolagdo com acido diluido; tratamento alternado
de base-agua-acido; tratamento com metanol, etanol e/ou acetona para remover a
matéria organica. Além disso, realizar um tratamento prévio para melhora do processo

de purificagdo também é utilizado (Abrdo, 1972).
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A resina deve ser previamente condicionada com, geralmente, o solvente que
irA promover a troca ibnica, ap6s a ativacdao. No condicionamento da resina é
importante considerar a seletividade de ions com relacdo ao grupo funcional da resina,
devido a diferencas na afinidade de varios ions para a resina (Santos, 1991).

Assim, foram realizados os estudos de influéncia da ativacdo da resina catibnica
em relacdo a reducdo de impurezas e o rendimento de eluicdo. As resinas foram
ativadas com HCI 0,1 molL™" e NaOH 0,1 molL™ e apenas com HCI 0,1 molL™.

As resinas escolhidas foram a AG50W-X8 (200-400 mesh) e a AG50W-X8 (=400

mesh, doacdo) em micropipeta plastica. O ®®Ga foi eluido com 400uL da solucédo N, em

todos os experimentos.

5.3.7.1.5— Estudo Comparativo de Resinas Catibnicas comercialmente

disponiveis em relacdo a AG50W-X8 (=400 mesh)

A resina catidnica AG50W-X8 (=400 mesh) usada no trabalho de Zhernosekov
et al (2007) ndo é comercialmente disponivel. Por este motivo, foram analisadas
diversas resinas catiénicas e os resultados foram comparados aos obtidos com a resina

AG50W-X8 (=400 mesh). As resinas comerciais usadas foram:

»  AG50W-X2 (100- 200 mesh),
=  AG50W-X4 (100-200 mesh),
=  AG50W-X4 (200- 400 mesh),
= AG50W-X8 (200- 400 mesh),

=  AG50W-X12 (100-200 mesh).

Todos o0s experimentos seguiram 0s mesmos parédmetros. O suporte usado

como coluna cromatogréafica foi a micropipeta, em que foi adicionado 50uL de resina.
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Para ativar a resina foram usados 10mL de HCI 0,1 molL™. Em cada experimento foi
percolado 1,5mL de solucdo de HCI 0,1 molL™ contendo ®®Ga, proveniente do gerador
de ®%Ge -°8Ga; 1mL de solucdo N;, 400puL de solucdo N, e 1mL de solucédo de HCI 4
molLt e 1mL de H,O.

Posteriormente foi analisada a porcentagem da impureza radionuclidica, ou
seja, o ®®Ge na amostra de solucdo N, em que se encontra o °®Ga percolado da coluna
cromatografica, assim como também foram analisadas as principais impurezas

quimicas: Fe, Ge, Ti e Zn, através da técnica de ICP-OES.

5.3.7.1.6— Estudo de Purificacdo do °®Ga Usando as Menores Particulas

das Resinas AG50W-X4 (200-400 mesh) e AG50W-X8 (200-400 mesh)

O estudo de purificacdo do °®Ga seguiu a mesma metodologia do item anterior,
ou seja, ativacdo de 50pL de resina (AG50W-X4, 200-400 mesh e AG50W-X8, 200-
400 mesh) com 10mL de HCI 0,1 molL™, uso da micropipeta como suporte
cromatografico e a deadsorcdo do °®Ga com 400uL de solucdo de N, (5.3.7.1.2).
Porém, as resinas foram previamente lavadas com H,O e as particulas suspensas, ou
seja, as menores particulas foram recolhidas e usadas neste experimento. Esta foi
uma alternativa visando usar particulas semelhantes as particulas da resina AG50W-X8

com tamanho >400mesh.

5.3.7.1.7- Purificacéo do °®Ga na presenca de °°Zn em Resina Catiénica

Neste experimento foi estudado o comportamento do ®°Zn na purificacdo

do ®®Ga em resina catidnica (item 5.3.5). Foi adicionado ao eluato (°*®*Ga, HCI 0,1

molL') 0,77 mg de Zn (*°Zn). As resinas catidnicas utilizadas foram a AG50W-X8
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(50pL, H", 200-400mesh) e a AG50W-X4 (50uL, H*, 200-400mesh) em micropipeta

plastica usada como suporte.

5.3.7.2— Purificacdo do ¢"/%®Ga por Extracéo por Solventes

Mihaylov e Distin (1992) relataram o grande interesse pelo
desenvolvimento do processo de recuperagdao do galio metalico no final dos anos 70,
devido aos chips de computadores feitos de arseneto de galio (material semicondutor)
em silicone serem muito mais rapidos. Por este motivo, foram desenvolvidos métodos
de extracdo do galio de elementos como aluminio, zinco e ferro, ja que a quantidade
de galio em comparagao com os outros metais era bem menor.

Um destes métodos descritos é a extracdo por solventes, em que o galio é
rapidamente extraido em solucao forte acida. Desde 1924, Swift (1924) mostrou que é
possivel extrair o gélio (em HCI 6 molL™) para o meio organico, em éter dietilico. A
presenca do HClI 6 molL™ promove a formacdo de HGaCl, extraido por solvatacgéo.
Abaixo desta concentracdo de H*, ha uma reducdo da recuperagdo do galio.
Entretanto, o Fe pode também ser extraido, como HFeCl,.

Posteriormente, Fryxell e Nachtrieb (1949) estudaram a extracdo do galio
em éter diisopropilico com a recuperacdo maxima em HCI 6 molL™. Brown (1971)
estudou a separacéo quimica do °’Ga dos alvos de Zn, baseado no trabalho de Fryxell
e Nachtrieb (1949). Ao invés das 12 horas do método anterior, Brown (1971) reduziu o
tempo de processo para 2 horas. Além disso, ele adicionou Cloreto de Titanio (TiCl3)
para reduzir o Fe®" para Fe*", ja que o Fe®*" também pode ser extraido por este

sistema de purificacdo (Swift, 1924).
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5.3.7.2.1- Extracao por Solventes — Liquido-Liquido

O segundo método de purificacdo deste trabalho foi a extracdo por solventes
convencional usando éter diisopropilico baseado no trabalho de Brown (1971). O ®'Ga
foi diluido em 3,5mL de HCI 7 molL™" e extraido trés vezes com éter diisopropilico. A
solucdo resultante, 10,5mL de éter diisopropilico contendo °’Ga, foi equilibrada trés
vezes com agua deionizada para extrair o ®’Ga da fase organica. Outro estudo foi
realizado usando esta mesma metodologia com o objetivo de reduzir o volume final de

agua deionizada para recuperacdo do *®Ga.

5.3.7.2.2- Cromatografia de Extracdo por solventes

As resinas XAD (Amberlite) fazem parte do grupo de resinas esféricas e
poliméricas porosas que diferem entre si na composi¢do quimica, grau de polaridade,
porosidade e area superficial. Estas resinas apresentam propriedades fisicas como
distribuicdo uniforme dos poros e grande area superficial, além de estrutura quimica
nao-ibnica. As principais caracteristicas sdo: a resina é de facil regeneracdo, boa
seletividade e estabilidade quimica e mecéanica (Ferreira, 2007).

Zini (2010) estudou no IPEN/CNEN-SP, o tratamento do residuo do
processamento de diferentes concentrados de tério obtidos do tratamento quimico da
monazita com intuito da obtencdo de compostos de tério de pureza nuclear. Este
residuo contém tdrio e terras raras. Foi realizada a cromatografia de extracdo, onde o
agente extrator fosfato de tri-n-butila foi suportado em resinas poliméricas XAD 16,
em que se mostrou um método eficiente para a recuperacao de toério.

Baseado nos conceitos de Brown (1971) e Zini (2010), a metodologia realizada
no item anterior, foi transferida para uma coluna de extracdo cromatografica em que o

éter diisopropilico foi adsorvido na resina XAD-16 (20-60 mesh). Esta resina foi



75

previamente lavada uma Unica vez com etanol e agua. Em um grama de resina seca
foi adicionado 1,4mL de éter diisopropilico que permaneceu em contato durante 24h, a
4°C.

Uma coluna de vidro de 10mm com placa porosa (G2) foi a primeira a ser
utilizada. Com o objetivo de melhorar os resultados uma micropipeta plastica também

foi usada nestes experimentos (FIG. 30).

FIGURA 30— Modelos de colunas usadas para a purificacdo do ¢”/°8Ga: Micropipeta
plastica (Sigma-Aldrich®, EUA) e coluna de vidro com placa porosa G2 (da esquerda

para a direita)

A FIG. 31 mostra como foi esquematizado o processo de eluicdo e purificacdo
do ®8Ga. O gerador de °®Ge/®®Ga foi eluido com HCI 0,1 molL™ e HCI concentrado foi
adicionado até se obter a concentracédo de HCl 7 molL™. Esta solucéo foi percolada na
coluna contendo a resina XAD-16 contendo éter diisopropilico. Para a deadsorcao do

%8Ga, agua deionizada foi percolada pela coluna.
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FIGURA 31 — Purificacédo do ®”/%®Ga usando coluna cromatogréfica de extracdo

A grande vantagem deste método é purificar o ”/°®Ga e retoma-lo em &gua.
Porém, em solucdo aquosa, o Ga se mantém estavel na forma de hidréxido de galio. O
ideal para realizar marcacdes é que o Ga esteja na forma ionizavel, ou seja, Ga®**. Por
isso, este mesmo método de purificacdo foi realizado e o ®®Ga foi retomado em HCI
0,05 molL™.

No trabalho de Brown (1971), foi adicionado o TiCl; na solucdo contendo galio
antes da purificacdo com o objetivo de reduzir o Fe** para Fe?*, pois a quimica do Ga**

3* é similar. Entretanto, o Ti é um metal considerado uma impureza. Por este

e Fe
motivo, foi usado uma solucdo de Nal 1%, menos efetiva que o TiCl; no processo de

reducdo. A purificacdo do °®Ga foi comparada com e sem a adicdo dos agentes

redutores.
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5.3.7.2.2.1— Purificacdo do °8Ga por Extracdo por Solventes em Coluna

Cromatogréafica na presenca de °°Zn

Neste estudo, o objetivo também foi avaliar o comportamento do °°Zn na
purificacdo do °®Ga por extracdo por solventes em coluna cromatogréafica. Foi
adicionado 0,77mg de Zn (°°Zn) na solucéo inicial contendo °®Ga (HCI 7 mol.L™) para
ser percolado em coluna de extragcdo cromatografica em que o éter diisopropilico foi
adsorvido na resina XAD-16 (243mg, 20-60 mesh). Como suporte foi usada uma

coluna de vidro de 10mm e didmetro com placa porosa (G2).

5.3.7.2.2.3—Determinacgéo do Coeficiente de Distribuicdo do Ga e Zn

O objetivo deste estudo foi avaliar qual a melhor concentracao inicial de HCI
para purificar o °®Ga por extracdo em coluna. Para determinar o coeficiente de
distribuicdo do Ga (°®Ga) e zZn (°°zn) [0,77mg de Zn (°°Zn)] as concentracées de HCI
nas solucdes iniciais contendo Ga e Zn foram ajustadas para: 0,1 molL™?, 3 molL™, 5
molL™, 7 moIL™, 9 molL™ e 12 molL™. Como suporte, foi usada coluna de vidro 10mm
com placa porosa (G2), contendo a resina XAD-16 (—243mg, 20-60 mesh) contendo

éter diisopropilico (5.3.7.2.2).

5.3.7.3 - Purificacdo do °®Ga por Resina Catidnica em Meio Basico

De acordo com Abrao (p. 72, 1972): “o gélio pode ser separado de Ni, Cu e Zn
em resina catidnica Estireno — Butadieno — Estireno em meio NH,;, 0os amino —
complexos sendo retidos na resina catibnica, enquanto o galio (anfétero) passa no

efluente, como hidréxido complexo aniénico.”
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No livro escrtio por Abrao (1972), nao é foi citado nenhum experimento com
galio em resina catiénica em meio basico. Baseado apenas no conceito citado, foi
desenvolvida uma metodologia de purificacdo do °®Ga em resina catidnica Dowex 50W
— X8 (100-200 mesh) em meio basico.

Os experimentos foram realizados em micropipeta plastica. Foi adicionado
100uL de resina previamente condicionada com 10mL de NH,OH 0,1 molL™. Foi
retirada uma aliquota de 1mL de ®Ga em HCI 0,1 molL™ (proveniente do gerador de
%8Ge-%8Ga), levada a secura e retomada em 1mL de NH,OH 0,1 mol.L™! e adicionado
20pg de °°Zn. Posteriormente, foram percolados 5mL de NH,OH 0,1 molL™* e 5mL de
HCI 0,1 molL™. O esquema ilustrado na FIG. 32 mostra como foi realizado este

experimento.

G p-tGa HCl 0,1 molL-1 de NH,OH 0,1 molL? 0,1 molL?

HCL 0,1 molL-? | ‘ Gerador Agquecimento do Adicdo de 1mL Adicdo de HCI

VR
—u 0
St

Coluna Microcromatografica
contendo Resina Catidnica

685 Impurezas
(Fe, Ge, Ti, Zn}

FIGURA 32 — Esquema de purificacdo do °®Ga em resina catidnica em meio bésico
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5.3.8- Marcacdo do DOTATOC e DOTATATO com %8Ga

A primeira biomolécula disponivel para a marcacao com radiois6topos na DIRF
(IPEN/CNEN-SP) foi o DOTATOC, porém ndo é mais comercializado. Por isso, uma
outra biomolécula foi introduzida, o DOTATATO. Forrer et al (2004) realizaram um
estudo farmacocinético in vivo comparando estas duas biomoléculas marcadas com
11n. Apesar da qualidade da imagem ter algumas limitagdes (SPECT), o estudo
mostrou que ambos radiofarmacos possuem alta captacao especifica nos receptores da

somatostatina.

5.3.8.1- Marcacdo do DOTATOC com ®®Ga em meio acetona/HCI

Este experimento foi realizado no inicio do trabalho, como um método de
controle de qualidade do processo de purificagdo, antes da introducdo da técnica de
ICP-OES no presente trabalho.

Foi realizada a marcacdo do DOTATOC com ®Ga purificado, baseada no
trabalho de Zhernosekov et al (2007). Apds a purificacdo realizada em resina catiénica
(AG50W-X8 200-400 mesh), a solucdo contendo °®Ga (acetona/HCl) (5.3.7.1.2) foi
transferida para um frasco de reacdo contendo 50ug de DOTATOC diluido em agua e
aquecido a 98°C em banho Maria, durante 10 minutos. Posteriormente, o peptideo
marcado foi purificado em um cartucho SepPak C-18 de fase reversa, por 2 vezes. O
%8Ga livre foi removido do cartucho com 2mL de agua e o ®®Ga-DOTATOC foi coletado
em 0,8 mL de etanol, como mostra a FIG. 32. A atividade foi medida em um
calibrador de dose (Capintec®).

A pureza radioquimica foi determinada por CCD (cromatografia de camada
delgada), com dois sistemas: citrato de sédio 0,1 molL™" pH=5,5 (Rf=0,8-1,0 para ®*Ga

livre) como fase mével e TLC-SG como fase estacionaria e uma solucdo de acetato de
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amoénio 1 molL™/ Metanol (1:1) (Rf=0-0,2 para ®®Ga coloidal) como fase mével e ITLC-

Al como fase estacionaria.

2ZmLde 0,8 mL de
H.,D Etanol

H H

Sep-Pak C-18
Light

1,2

Impurezas
-E-B-Ga_‘H-

Solucdo Salina
0,9%

Peptideo
Purificado

FIGURA 32— Esquema Baésico de Purificacédo do ®®Ga-DOTATOC, baseado no trabalho

de Zhernosekov et al (2007)

5.3.8.2- Marcacédo do DOTATATO com °®Ga

A marcacdo do DOTATATO com °®Ga foi baseado no trabalho de Colturato et al

(2011), em que o ®Ga, apds o processo de purificacdo por cromatografia por extracdo

(item 5.5.2), foi evaporado e retomado em 2mL de solucao tampéao (acetato de sodio

triidratado + &cido citrico 2 molL™, pH 4) para a marcacdo com 40ug de DOTATATO

diluido em agua, foi aquecido a 95°C, durante 7 minutos. O peptideo marcado foi

purificado em um cartucho SepPak C-18 de fase reversa, por 2 vezes. O °®Ga livre foi
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removido do cartucho com 2mL de agua e o °®Ga-DOTATATO foi coletado em 0,8 mL
de etanol.

O mesmo procedimento de marcacdo do DOTATATO com o °®Ga foi realizado
ap6s a purificacdo em resina catidnica em que o ®Ga purificado é recuperado em meio
basico (5.3.7.3). A solucdo de NH,OH 0,1 molL™ foi evaporada e retomada em 100pL
de HCI 0,1 molL™, para que o °®Ga esteja na forma quimica ionizavel (Ga®*"). Esta
solucgdo foi adicionada ao frasco de reacdo a 95°C com a solucdo tampio (acetato de
sédio triidratado + acido citrico 2 molL™, pH 4) e 40ug de DOTATATO diluido em agua.
O tempo de reacdo foi de 7 minutos.

Para comparar os resultados de marcacdo com o DOTATATO, o °®Ga foi eluido
do gerador de °®Ge-°®Ga e diretamente marcado com o DOTATATO nas mesmas
condic¢Bes citadas no paragrafo anterior.

A pureza radioquimica para todas as marcacdes foi determinada através do

mesmo sistema citado no item anterior.



82

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 - Gerador de ®8Ge/%Ga

Foi realizada a eluicdo fracionada do gerador de ®®Ge/°®Ga adquirido em 2008,
como mostram a FIG.34 e a FIG. 35 . Com um volume de 7 mL é possivel obter um
valor de 94,0% da atividade total de ®®Ga eluida e a partir deste valor ndo se observou

um aumento significativo da atividade por volume.

100,00 -

80,00 1

60,00 1

40,00 q

Porcentagem de 68Ga (%)

20,00 q

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

volume (mL)

FIGURA 34- Curva de Eluicdo do ®®Ga proveniente do gerador de °®Ge/®®Ga (%6%%Ga

eluido por mL)
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FIGURA 35- Curva de Eluicdo do ®®Ga proveniente do gerador de ®®Ge/®*®Ga (atividade

de %8Ga por mL)
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As FIGs. 36 e 37 mostram a eficiéncia dos geradores de °®Ge-°®Ga, adquirido

em 2008 e 2011, respectivamente. Todas as eluicbes foram manuais, 0 que pode

influenciar no rendimento do gerador.

68Ga (%)
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80,00 A

60,00 A

40,00 A

20,00 A
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FIGURA 36 - Eficiéncia de Eluicdo do gerador de °8Ge/®®Ga entre os meses de

Outubro/2008 até Marco/2011 (29 meses)
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FIGURA 37 - Eficiéncia de Eluicdo do gerador de °8Ge/°®Ga entre os meses de

Em ambos os geradores de ®®Ge-°Ga ha um decréscimo da eficiéncia devido ao

Abril/2011 até Fevereiro/2012 (10 meses)

tempo de uso, apesar destes valores estarem de acordo com as especificacdes do

fabricante.

o

gerador de ®®Ge-%®Ga

usado pelo grupo de Decristoforo et al (2007)

apresentou um rendimento de (81,7+x6)% apdés 10 dias da data de calibracao,
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(60,5+3)% e (56,2+4,0)% apos 5 meses e 10 meses, respectivamente. O gerador
adquirido em 2008 comecou a ser utilizado apds aproximadamente 180 dias da data
de calibragdo. O rendimento do gerador apés 5 meses a partir da primeira eluicao foi
63% e apos 10 meses, 59% (FIG. 38). O gerador adquirido em 2011 comecgou a ser
utilizado 90 dias apés a data de calibracdo, o rendimento foi superior a 80%. Apés 5
meses em uso o rendimento foi 70% e apds 10 meses o rendimento foi 63% (FIG. 39).
Este valor também esta relacionado com o tempo e a velocidade que o gerador é
eluido. Decristoforo et al (2007) utilizaram um sistema automatizado, enquanto as

eluicdes realizadas neste trabalho foram manuais.
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Rendimento do Gerador de 68Ge-
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FIGURA 38 - Eficiéncia de eluicdo do gerador de °®Ge/*®Ga (adquirido em 2008) em

relacdo ao tempo de uso
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FIGURA 39- Eficiéncia de eluicdo do gerador de °®Ge/®®Ga (adquirido em 2011) em

relacdo ao tempo de uso

No segundo gerador de ®®Ge/®®Ga (2011), foi realizada uma maior quantidade
de elui¢cbes, pois quanto mais tempo o gerador permanece sem eluicbes maior a
quantidade de impurezas acumuladas. A FIG. 40 mostra que a quantidade total de
impurezas metdlicas (Fe, Ge, Ti e Zn) foi decaindo ao longo de cinco eluices

consecutivas.
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FIGURA 40 - Nivel de impurezas total (Fe, Ge, Ti e Zn) do eluato realizadas durante

cinco dias consecutivos
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6.2 — Irradiacdo do °°Zn

A atividade especifica obtida na irradiacdo de 1g de ZnS0,.7H,O foi de 31,6
MBq °°Zn/gZn (854 nuCi °°Zn/gzZn), no fim da irradiacdo com fluxo de néutrons
0,9 - 1,0 x10* n.s*.cm™ durante uma hora. Esta atividade foi suficiente para a

realizacdo dos experimentos.

6.3 — Purificacdo da Agua

Os resultados mostraram que houve uma redugéo das principais impurezas, Fe
e Zn, de 82+5% e 91+10% (n=3), respectivamente, apos a purificacdo com a resina
Chelex 100®. Os outros metais analisados (Cu, Ge, Ti e Ni) ndo estavam em niveis

significantes na agua antes da purificacao.

6.4 — Presenca de Espécies Metalicas Consideradas Contaminantes do

Eluato de °®Ga e Reagentes e Controle Radionuclidico

Foram analisadas as impurezas quimicas (Fe, Ge, Ti e Zn) e radionuclidica
(°®Ge) presentes no eluato de ®®Ga.

Na técnica de ICP-OES, cada elemento possui uma curva de calibracdo para a
faixa de concentracdo que se deseja analisar. A faixa de concentracdo escolhida foi de
0,02 — 0,1 pg/mL (para os elementos Fe, Ge, Ti e Zn). A FIG. 41 mostra um exemplo
de curva de calibracdo do Zn, em que relaciona a intensidade de acordo com a faixa de

concentracao.
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FIGURA 41 — Curva de Calibracdo do Zn

A TAB. 9 mostra a quantidade (ug) de cada impureza quimica presente em 5

mL do eluato de ®®Ga (HCI 0,1 molL™), mensuradas através da técnica de ICP-OES em

4 eluicBes aleatorias realizadas durante 12° més ap6s o uso do gerador de ®®Ge-°®Ga.

TABELA 9 — Massa de Impurezas do eluato de °®Ga

Massa do metal (ug)
Fe Ge Ti Zn Total
10 70 5 935 1020
5 85 5 930 1025
10 50 5 875 940
5 75 5 995 1080

Estes valores mostram que a massa total de impurezas foi de aproximadamente

1mg, sendo a mais abundante o Zn. Além de ser um produto de decaimento do ®Ga, o

Zn também foi

encontrado em abundancia no principal reagente usado nos

experimentos, o HCI. A TAB. 10 mostra a quantidade de cada elemento presente nos

reagentes e na agua utilizada apds passar pelo processo de purificagdo.
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TABELA 10 — Concentracdo de metais considerados impurezas presentes nos

reagentes e na agua usados no processo de purificacdo do ®®*Ga

Concentracdo (png/mL)

Reagentes Fe Ge Ti Zn
HCI 0,12 molL™* 0,01 0,14 0,01 6,6
H,O <0,02 <0,02 <0,02 0,3
Acetona 0,09 <0,02 <0,02 75,3*

* o valor foi bem acima da curva de calibracédo

A quantidade de °®Ge presente no eluato de °®Ga, do gerador de °®Ge-°®Ga
adquirido em 2008, foi da ordem de 1072%, ap6s 3 anos em uso, permanecendo dentro
dos limites permissiveis pelo fabricante. O gerador de °®Ge-®®Ga adquirido em 2011,
apresentou o mesmo valor (1072%), porém mensurado apés 1 ano da data de
calibracéo.

6.5-Purificacédo do %7/%%Ga

6.5.1 — Purificacdo do °”/®8Ga em resina catiénica

6.5.1.2 — Escolha da Coluna Cromatografica

A primeira coluna cromatografica utilizada foi de acordo com o trabalho de
Zhernosekov et al (2007), ou seja, — 2 mm de didmetro e ~5 mm de comprimento.
Verificou-se que estas medidas equivalem a uma seringa de 1mL padrdo e para
impedir a passagem livre da resina foi colocada |a de vidro como base. O problema

desta coluna é que a resina ndo ficava completamente retida nesta base em alguns
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experimentos, interferindo nos resultados. Foi trocada por uma coluna de vidro com
placa porosa G2. Entretanto, o didmetro desta coluna € maior que o da seringa, € 0
rendimento da eluicdo do °®Ga foi inferior & coluna anterior. Entdo, uma nova coluna
foi utilizada, uma adaptacdo de uma micropipeta plastica (Sigma-Aldrich®, EUA).
Como base, foi usada a la de vidro, que reteve os gréos da resina, pois a micropipeta é
mais afunilada e fina que a seringa. O material plastico é fragil e foi necesséario vedar
a coluna para impedir o vazamento.

A TAB. 11 mostra uma comparacdo dos trés tipos de colunas e a diferenca do
rendimento da eluicdo do ®®Ga, com 1mL da solu¢do de acetona/HC| 0,05 molL™
(98/2)%. A primeira coluna estudada, ou seja, a seringa padrdo (1mL) foi usado
500uL de resina catibnica AG50W-X8 (200-400 mesh), bem como na coluna de vidro.

Apenas na micropipeta foi usado um volume menor (50uL) da mesma resina.

TABELA 11— Diferenca do rendimento de purificacdo do °®Ga em relacéo ao tipo de

coluna utilizada

Tipo de coluna Seringa 1mL Coluna de Vidro Micropipeta

Rendimento da 83,9% 30,6% 89,4%*

Eluicéo do °®Ga

*0,4mL da solucdo de acetona/HCI 0,05 molL™ (98/2)%

As solucbes usadas na purificacdo do °®Ga permaneceram durante 2 minutos
em contato com a resina na coluna cromatogréafica, obtendo, assim, melhores
resultados de rendimento de purificacdo naquelas colunas em que o diametro e o
tempo em contato com a resina foi maior, no caso, a micropipeta e a seringa, em

relacdo a coluna de vidro.
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6.5.1.4 — Estudo Comparativo da Ativacdo da Resina Catibnica com

acido/base e apenas acido

A TAB. 12 mostra os efeitos das diferentes condicdes de ativacdo da resina.

TABELA 12 - Comparacéo entre o rendimento de purificacdo do °®Ga e reducéo das

impurezas entre duas diferentes resinas ativadas com acido/base e apenas com acido

(n=3)
Resina Mesh Ativacao 2%°7/%8Ga % reducdo
purificado impurezas
AG50WX8 200-400 Acido/Base 7010 81+5
AG50WX8 200-400 Acido 60=%5 97+2
AG50WX8 >400 Acido/Base 77+6 98+1
AG50WX8 >400 Acido 86+1 92+10

N&o houve uma diferenca significativa entre os resultados apresentados para a
resina AG50W-X8 (=400 mesh) e AG50W-X8 (200-400 mesh). A ativacdo da resina
ndo influenciou os resultados relacionados com a retencdo do °®Ga e em relacédo a

reducéo das impurezas.

6.5.1.5 - Estudo Comparativo de Resinas Catidnicas comercialmente

disponiveis em relacdo a AG50W-X8 (=400 mesh)

A TAB. 13 mostra os resultados das resinas catibnicas estudadas em relagao a
atividade total de °®Ga eluido (solucdo N,) e a perda de atividade de °®Ga nas outras

fases do processo.
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TABELA 13- Estudo das Resinas Catidnicas em Relacgéo & porcentagem (%) de ®Ga

eluido (n=3)

Resina Mesh Carga Solucdo N; Solucdo N, HCI4 molL™ + H,O* Resina
AG50W-X2  100- 200 27 =2 277 43+ 5 2+1 1+1
AG50W-X4  100- 200 11 +4 4+1 66 + 9 14+5 5+2
AG50W-X4  200- 400 1+0,4 4+1 86 + 3 8+3 0,7+ 0,2
AG50W-X8 200-400 0,8+0,3 1,0+0,2 47 =7 42 + 6 9+3
AG50W-X8 =400 2+04 4+1 91 +1 3+1 0,8 +0,3
AG50W-X12 100-200 5+2 1+0,1 14+ 3 34 +3 45 + 4

* O HCI 4 molL™ para recondicionar a resina e 4gua para lava-la

A TAB. 12 mostra claramente que a atividade de °®Ga recuperada é maior
quando usada a resina AG50W-X8 (=400 mesh), porém uma outra resina que
apresentou bons resultados foi a AG50W-X4 (200-400 mesh).

A resina AG50W-X8 (200-400 mesh) usada nos primeiros experimentos ndo
apresentou resultados promissores para dar continuidade ao seu uso neste tipo de
experimento.

Na TAB. 14 estdo apresentados os resultados referentes a redugdo das

impurezas quimicas do processo, apds o processo de purificacado.
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TABELA 14 - Reducédo das impurezas contidas no eluato de ®®Ga ap6s o processo de

purificacao de diferentes resinas catidnicas (n=3)

Reducéao das

Impurezas (%6)

Resina Mesh Fe Ti Zn Ge

AG50W-X2 100- 200 58 + 29 80+14 40 = 11 72 £ 6
AG50W-X4 100- 200 60 * 25 81 +3 65 + 17 77 £ 7
AG50W-X4 200- 400 86 = 10 79 + 2 67 + 12 82+9
AG50W-X8 200- 400 65 + 15 82+ 2 45 + 11 74 £ 5
AG50W-X8 =400 64 + 24 83 +3 54 + 22 88 2
AG50W-X12 100- 200 53 + 22 64 + 32 21 + 28 82+ 4

As impurezas quimicas que mais influenciam em processos de marcacdo de

biomoléculas com o °®Ga s3o o Fe e o Zn. Os melhores resultados encontrados foram

obtidos com a purificagdo do °®Ga com a resina AG50W-X4 (200-400 mesh), resultados

superiores a resina AG50W-X8 (> 400mesh), ou seja, a quantidade de Fe e Zn foram

reduzidas a 86 + 10% e 67 +12%, respectivamente com a resina AG50W-X4 (200-400

mesh) e 63 = 23% para Fe e 54 + 21%

para Zn com a resina AG50W-X8 (=400

mesh). Outra vantagem € que esta resina é disponivel comercialmente pela empresa

Bio-Rad (EUA) e a coluna cromatogréfica ao ser regenerada com HCl 4 molL™, pode

ser reutilizada ao menos por 3 vezes, pois ndo apresentou diminuicdo gradativa em

relacdo a recuperacdo do °®Ga, bem como a purificacdo das principais impurezas

estudadas, como mostra a TAB. 15.
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TABELA 15 - Valores obtidos em relacgéo a recuperacdo do °®Ga e reducéo das

impurezas quimicas de cada processo de purificacdo do °®Ga com a mesma resina

catibnica AG50W-X4 (200-400 mesh)

Reducédo das Principais Impurezas (%6)
No. de Recuperacao Fe Ti Zn Ge
experimentos do ®8Ga (%6)
1° 82 98 78 65 78
20 87 78 78 57 75
3° 87 82 82 81 93
Média 86 + 3 86 =+ 10 79 £ 3 67 £ 12 82+ 10

Apesar dos resultados de purificacdo serem promissores seguindo esta

metodologia, a quantidade de Zn ainda permaneceu elevada no eluato final, bem como

a quantidade de Ge (TAB. 16). Entretanto, estes experimentos foram realizados

guando o gerador de °®Ge-%®Ga completou 1 ano a partir da data de calibracdo, o que

pode ter influenciado na quantidade de Ge encontrado no eluato final. O nivel de Zn foi

alto também nos reagentes (item 6.4), principalmente, no HCI (30%, suprapuro;

Merck), usado em todas as etapas, incluindo na solucéo N, usada para eluir o ®Ga. Por

este motivo, houve uma grande variacdo nos resultados apresentados. Além disso,

como estes experimentos foram realizados manualmente, a velocidade de eluicdo pode

ter influenciado no resultado final de reducdo das impurezas, bem como influenciou na

adsorcéo do °®Ga na coluna cromatogréfica.
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TABELA 16 — Valores de massa total (em pg) de impurezas no eluato final de ®®Ga

(5mL) apés a purificacdo na resina catidnica AG50W-X4 (200-400 mesh)

Quantidade das Impurezas (uQ)
No. de experimentos Fe Ti Zn Ge
1° 0,7 0,3 182 4
20 0,7 0,3 121 5
3° 0,2 0,2 53 2

A quantidade de °®Ge na amostra de °®Ga purificado permaneceu na faixa de

103%% em todos os experimentos,

(103%), como mostra a TAB. 17:

dentro do limite especificado pelo fabricante

TABELA 17- Quantidade de ®Ge (%) no eluato de °®Ga ap6s a purificacdo na resina

catibnica (n=3)

Resina Mesh Quantidade de °®Ge (%0)
AG50W-X2 100- 200 (7 £2) x 1073

AG50W-X4 100- 200 (7 £0,9) x 10°®
AG50W-X4 200- 400 (4 +2)x103

AG50W-X8 200- 400 (5,0 £ 0,3) x 1073
AG50W-X8 >400 (3+2)x10°3

AG50W-X12 100- 200 (4,0 +0,2) x 1073
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6.5.1.5 — Estudo de Purificacdo do °®Ga Usando as Menores Particulas

das Resinas AG50W-X4 (200-400 mesh) e AG50W-X8 (200-400 mesh)

Na TAB. 18 estdo descritos os resultados das menores particulas da resinas
catidnicas estudadas em relacdo as atividade total de °®Ga eluido (solucdo N,) e a

perda de atividade de °®Ga nas outras fases descritas.

TABELA 18 - Estudo das Menores Particulas das Resinas Catidnicas em Relacao a

Atividade de ®®Ga eluido em %, n=3

Resina Coleta da Carga Solucdo N; Solugédo N, HClI4 molL™ + H,O* Resina
AG50W-X4 0 5+2 91 + 3 4+1 0,6 0,1
AG50W-X8 0,2 +0,3 0,8 0,6 59 + 7 325 8+3

* O HCI 4 molL™ para recondicionar a resina e 4gua para lava-la

A TAB. 19 mostra os resultados em relacdo a reducao das impurezas quimicas e
a TAB. 20 mostra a quantidade (em %) de °®Ge no eluato de ®®Ga. A quantidade de

%8Ge permaneceu a mesma (1073%) no eluato.

TABELA 19 - Reducéo das impurezas quimicas no eluato de °®Ga ap6s o processo de

purificacao realizado com as menores particulas de resinas catidnicas (n=3)

Reducédo das Impurezas (20)

Resina Fe Ti Zn Ge

AG50W-X4 82 =6 81+6 83 10 82 15

AG50W-X8 74 %= 20 79 £ 4 77 =10 88 +7
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TABELA 20 - Quantidade de ®®Ge (%) no eluato de °®Ga (n=3)

Resina Quantidade de ®8Ge

AG50W-X4 (4 +=1) x 103

AG50W-X8 (3,0 + 0,6) x 10

Os resultados apresentados pela coluna cromatografica contendo as menores
particulas da resina catibnica AG50W-X4 (200-400 mesh) sao superiores em relagdo a
recuperacdo do °®Ga, porém, em relacdo a reducdo das impurezas quimicas os valores
entre as menores particulas das duas resinas se assemelham.

A TABs. 21 e 22 mostram a comparagao entre os métodos de purificagcdo das
menores particulas da resinas catidnicas estudadas em relagdo aos resultados citados

no item 6.5.1.3.

TABELA 21 - Comparagéo entre o processo de purificacdo do °®Ga usando somente as
menores particulas da resina catiénica AG50W-X8 (200-400) e as particulas de 200-

400 mesh da mesma resina

Reducdo das Principais Impurezas (%6)

Resina Recuperacao Fe Ti Zn Ge

do °%Ga (26)

AG50W-X8 (200-400) 47 x7 65 = 15 82 2 45 + 11 74 5

AG50W-X8 50 +7 74 £ 20 79 £ 4 77 £ 10 88 7
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TABELA 22 - Comparacéo entre o processo de purificacdo do °®Ga usando somente as
menores particulas da resina catiénica AG50W-X4 (200-400) e as particulas de 200-

400 mesh da mesma resina

Reducdo das Principais Impurezas (20)

Resina Recuperacado Fe Ti Zn Ge

do %8Ga (%6)

AG50W-X4 (200-400) 86 =3 86 = 10 79 =3 67 + 12 82 +10

AG50W-X4 91 +3 82 +6 81+6 82 + 10 82 +15

Em relacdo a reducdo da impureza principal quimica, o Zn, os resultados
usando as menores particulas da resina catibnica AG50W-X8 (200-400) foram
melhores. Nos estudos realizados com a resina catibnica AG50W-X4 (200-400), a
vantagem em se usar as menores particulas também esta relacionada a reducgédo do Zn
no eluato de ®®Ga. Considerando que o Zn, é a principal impureza encontrada em todos
os experimentos, é preferivel usar as menores particulas desta resina, bem como ha

um aumento da recuperacéo do ®®Ga purificado.

6.5.1.6- Purificacdo do °®Ga em Resina Catidnica na presenca de °°Zn

A TAB. 23 mostra os resultados do processo de purificagcdo realizado com a

resina AG50W-X4 (200-400 mesh) com °®Ga e ®°Zn:
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TABELA 23 - Comportamento do °°Zn na purificacdo do °®Ga em resina catidnica
AG50W-X4 (200-400 mesh)

Etapa % °8Ga % ®°Zn
Coleta da Carga 9,5 36,0
Solucdo N; 1,2 39,2
Solugdo N," 52,5 6,5
1mL HCI 4 molL™*+ 1mL de H,O 36,8 18,3
Total 100,0 100,0

*Solugdo N, é a solucdo em que o ®®Ga é eluido

Os resultados da TAB. 23 mostram claramente que o °°Zn n&o ficou retido na
coluna cromatografica contendo a resina AG50W-X4 (200-400 mesh) e o restante foi
removido com a solucdo N1, totalizando 75,0% do °°Zn removido nas fases
preliminares & eluicdo do ®®Ga purificado, em que apenas 6,5% de °°Zn é extraido. O
comportamento do °°Zn foi semelhante ao experimento realizado com a resina

AG50W-X8 (200-400 mesh) como mostra a TAB. 24:

TABELA 24 - Comportamento do °°Zn na purificacédo do °®Ga em resina cati6nica

AG50W-X8 (200-400 mesh)

Etapa % °%Ga % °°Zn
Coleta da Carga 0,9 16,4
Solucdo N, 0,7 49,2
Solucédo Ny~ 39,4 12,7
1ml HCIl 4 molL™*+ 1mL de H,O 59,0 21,7
Total 100,0 100,0

*Solucéo N, é a solucdo em que o *®Ga é eluido
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6.5.2 — Purificacdo do °7/®8Ga por Extracédo por Solventes

6.5.2.1- Extracao por Solventes — Liquido-Liquido

No primeiro experimento de extracao por solventes em meio liquido foi usado o
%’Ga em HCI 7 molL™. O resultado de recuperacédo do ®’Ga foi (72,5+0,1)% (n=3) em
30mL de agua deionizada. Apesar de se obter um bom resultado, o volume final
contendo ®’Ga é considerado grande para a marcacgdo com biomoléculas. Além disso,
este processo é longo e nédo é adequado para o tempo de meia vida do ®®Ga. Ao reduzir
o volume final total para 4,0mL utilizando um vortex para melhor agitacdo da solucao,
a recuperacdo do ®®Ga foi de (97,7%+1,3)% (n=3). Apesar deste processo apresentar
bons resultados de rendimento de recuperacdo do °7/%®Ga, a presenca de
contaminantes aumentou em ambos os casos. E um método com muitas dificuldades
experimentais (volatidade do éter diisopropilico, dificuldade de verificar a linha da
separacao das fases) e pouco pratico para automacdo e marcacdo de biomoléculas,

sendo necessario um local adequado para manipular os reagentes volateis.

6.5.2.2 - Extracao por Solventes em Coluna Cromatografica

A recuperacdo do °®Ga na extracdo por solventes em coluna cromatografica
(10mm de diametro) foi de 83% em 3mL de &agua deionizada. O nivel de
contaminantes foi reduzido em 69% no primeiro procedimento. Um dia apés, foi
realizada outra purificagdo com a mesma coluna, o nivel de impurezas foi reduzido
para 67% e 59% nove dias ap6s a primeira purificacdo, como mostra a FIG. 42. A
recuperacdo do °®Ga também decaiu para 81% e 79%, respectivamente. Esta reducdo

é devida a evaporacgéao do solvente (éter diisopropilico).
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FIGURA 42 — Reducao das impurezas presentes no eluato com os intervalos de

eluicdo

O eluente foi alterado para HCI 0,05 molL™. A recuperacéo do °®Ga foi de 71%,
porém houve uma reducao das impurezas totais de 72%. A presenca do HCI no eluato

aumenta a quantidade de impurezas totais, principalmente o Fe e 0 Zn.

6.5.2.2.1 - Efeito da Adicdo de Agentes Redutores para reduzir Fe3"

para Fe?*

O suporte da coluna foi mudado para micropipeta plastica. Com esta alteracao,
o0 tempo total do processo foi reduzido para cinco minutos e o volume final contendo
%8Ga purificado foi reduzido para 1mL em todos os experimentos. Apesar de recuperar
apenas 52% do °®Ga, houve uma reducdo de 82% das impurezas. Outros
experimentos foram realizados na mesma coluna, como citado no paragrafo anterior e
o0 nivel de impureza foi reduzido para 78% e 70%, respectivamente. Porém, a
recuperacdo do °®Ga foi maior (56%) em ambos 0s casos.

Foi adicionado o agente redutor TiCl; na solucdo inicial contendo ®®Ga antes do
processo de purificacdo. O resultado de recuperacdo do °®Ga aumentou para 72% e as

impurezas totais foram reduzidas em 77%. Houve uma reducdo de 56% do Fe3". A
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quantidade de Ti no eluato foi de 110pg, muito acima quando comparado com o0s
outros métodos de purificacdo em que a quantidade de Ti nao ultrapassa 1g.

Nos experimentos em que foi adicionado o Nal 1%, a recuperacédo do °®Ga foi
de 58% e as impurezas totais foram reduzidas em 74%. Houve uma reducéo de 72%
do Fe®*". Sem a adicdo de um agente redutor, o nivel de Fe®*" diminui para 70%, ou
seja, 2% a menos quando comparado ao resultado obtido com a adicdo de Nal 1%,

como mostra a TAB. 25.

TABELA 25- Influéncia da adicdo de agente redutor na purificacdo do °®Ga por

extracdo por solventes em coluna cromatografica

Sem Agente Adicao de Nal Adicao de
Redutor 1%0 TiCls
% recuperacdo do °®Ga 52% 58% 72%
% reducdo das 82% 74% 77%
impurezas totais
% reducédo do Fe 70% 72% 56%

Os experimentos nesta mesma coluna foram repetidos, sem adicdo de um
agente redutor. Porém houve uma grande variacdo nos resultados, intereferindo na
reprodutibilidade referente a recuperacdo do ©°8Ga e reducdo de impurezas.
Provavelmente, isso se deve a variacdo da adsorcdo do éter diisopropilico na resina
XAD 16. Em que nos primeiros experimentos foi usada a relagdo 1,4mL de éter
diisopropilico para cada grama de XAD 16. Todavia, esta relacdo de massa comecou a
apresentar um excesso de solvente e teve que ser reduzida para 0,7mL de éter
diisopropilico para cada grama de XAD 16 e pemaneceu em contato durante 48 horas a

-20°C. Os resultados de recuperacdo do °®Ga foi (74 = 2)% (n=2). Entretanto, os

niveis de contaminantes do Fe e do Zn foram maiores que a quantidade inicial,
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enquanto que os niveis de Ge e Ti permaneceram abaixo. Uma provavel explicagédo é a
grande quantidade de contaminantes presentes no HClI 7 molL™?, em que a
concentracdo de HCl é maior em relagdo ao HCI 0,1 molL™ usado para eluir o gerador

de %8Ge/®8Ga.

6.5.2.2.2 — Purificacdo do °®Ga por Extracdo por Solventes em Coluna

Cromatografica com °°Zn

Este experimento foi realizado por extracdo por solventes em coluna
cromatografica de vidro contendo 240 mg de resina XAD 16 adsorvida com éter
diisopropilico. A TAB. 26 mostra que 95,82% do °°Zn n&o ficou retido na resina e saiu
nas duas primeiras etapas, enquanto que 73,50% do °®Ga foi eluido em 1mL de H,O

com apenas 0,34% de ®°Zn.

TABELA 26 - Comportamento do °°Zn na purificacdo do °®Ga por extracdo por

solventes em coluna cromatografica

Etapa % °8Ga % ®°Zn

Coleta da Carga (HCI 7 molL™) 7.4 77,4
1mL de HCI 7 molL™ 1,8 18,5
1mL de HCI 7 molL™ 1,3 2,3
1mL de HCI 7 molL™ 1,3 0,8
1mL de HCI 7 molL™ 1,3 0,2
1mL de HCI 7 molL™ 1,3 0,2
1mL de H,0O 73,5 0,3
1imL de H,O 10,8 0,2
1imL de H,O 1,3 0,1

Total 100,0 100,00
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6.5.2.2.2.1 — Coeficiente de distribuicédo do °®Ga e °°Zn

As FIGs. 43 e 44 mostram a variacédo do coeficiente de distribuicdo (Kp) do Ga e
Zn, respectivamente. Na extracdo em coluna XAD/éter diisopropilico o comportamento
é bem distinto. Enquanto que para o °®Ga quanto maior a concentracédo de HCI maior é
o coeficiente de distribuicdo (Kp), o °°Zn néo foi significantemente adsorvido na resina
em nenhuma concentracdo do HCI estudada, apresentando assim um Kp muito baixo

em relacdo ao Kp do *®Ga.
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FIGURA 43 - Coeficiente de Distribuicdo do ®®Ga em éter diisopropilico adsorvido na

resina XAD-16 em funcdo da concentracdo de HCI
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FIGURA 44 - Coeficiente de Distribuicdo do °°Zn em éter diisopropilico adsorvido na

resina XAD-16 em funcao da concentracdo de HCI
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A recuperacdo do °®Ga em HClI 7 molL™ é praticamente igual a

recuperacdo em 9 molL™. Entretanto, a concentracdo de acido é menor. Por isso, a

partir deste estudo, foi confirmado o ajuste da concentracdo de HCI para 7 molL™" para
realizar a purificacdo em XAD/éter diisopropilico.

Apesar da extracdo por solventes apresentar bons rendimentos de separacao

entre as espécies estudadas, a quantidade de impurezas, como 0 Zn aumenta devido a

alta concentracdo de HCI (HCI 7 molL™) necessaria para realizar a purificacdo neste

meio. Além disso, sdo necessarios testes para verificar a quantidade de éter

diisopropilico na solucao final.

6.5.3 - Purificacdo do °®Ga por Resina Catidbnica em Meio Basico

A FIG. 45 mostra o resultado tipico de purificacdo do °®Ga em resina catidnica.

A maior parte do ®®Ga (78,7%) ndo ficou retida na resina, enquanto que o °°Zn

permaneceu na coluna, pois ndo foi eluido nem em meio basico e nem meio acido.
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FIGURA 45 — Perfil eluicdo do ®®Ga e °°Zn em resina catidnica em meio basico
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Este mesmo experimento foi realizado somente com a °®Ga e os volumes de
NH,OH 0,1 molL™* e HCI 0,1 molL™ foram reduzidos para 3mL. A TAB. 27 mostra os

valores obtidos.

TABELA 27 — Recuperacédo do ®®Ga em coluna microcromatogréfica com resina

catibnica em meio basico (n=2)

Recuperacdo do °®Ga (26)

Etapas 1° 2° Média
Coleta da Carga 79,7 77,9 79+ 1
1mL de NH,OH 0,1 molL* 8,8 7,9 8+1
1mL de NH,OH 0,1 molL™* 2,0 4,4 3+1
1mL de NH,OH 0,1 molL™* 0,4 2,6 2+2
1mL de HCI 0,1 molL™ 1,4 1,8 2+1
1mL de HCI 0,1 molL™ 2,0 1,8 2+1
1mL de HCI 0,1 molL™ 1,3 0 1+1
Coluna 3,4 3,5 3+1

Além de apresentar um excelente recuperacdo do °®Ga, a purificacdo realizada
em resina catibnica em meio basico, apresentou 6timos resultados de reducao das
impurezas quimicas (Fe, Ti, Zn e Ge) (TAB. 28), principalmente do Zn, a principal

impureza encontrada neste trabalho.
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TABELA 28- Reducédo das impurezas quimicas em coluna microcromatografica com

resina catibnica em meio basico (n=3)

Reducdo das Principais Impurezas (260)

Experimento Recuperacao Fe Ti Zn Ge

do %8Ga (26)

1° 79,7 92,9 94,1 95,8 59,3
2° 77,9 68.5 92,6 99,5 68,5
Média 79+ 1 81+ 17 93 +1 98 = 3 64 =7

A massa (ug) total de impurezas metdalicas encontrada em 1mL de NH,OH
molL™, meio em que se encontra o ®®Ga, apds o processo de purificacdo foi de 18ug no
primeiro experimento e 9ug no segundo experimento

No procedimento sugerido elimina-se o uso de HCI 0,1 molL™, que poderia ser
utilizado para retirar as impurezas da resina e permitir o reaproveitamento da mesma.
A regeneracdo da resina apenas com 20 mL de NH,OH 0,1 molL™ foi suficiente para

reutilizar a resina mantendo os resultados iniciais.

6.5.4 - Comparacéo entre os métodos de purificacdo do °8Ga

Os métodos de purificacdo do °®Ga mais promissores foram: o método em que o
®8Ga é recuperado em meio de acetona/HCl (98/2)%, percolado em coluna
cromatografica (micropipeta) com menores particulas selecionadas da resina catibnica
AG50W-X4 (200-400) e o método em que o °°Ga também é percolado em resina
catibnica e purificado e retomado em meio basico. O primeiro método é o usado em
médulos automatizados de sintese de peptideos marcados com ®®Ga. O segundo é o

método inédito desenvolvido neste trabalho.
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Ambos os métodos sdo praticos, rapidos e apresentam bons resultados de
recuperacdo do °®Ga e reducdo das impurezas quimicas (Fe, Ti, Zn e Ge), como mostra

a TAB. 29:

TABELA 29 — Comparacéo entre dois métodos de purificacdo do °®Ga em relacéo a

recuperacdo do °®Ga e reducdo das impurezas quimicas

Reducdo das Principais Impurezas (%0)
Meio Recuperacao Fe Ti Zn Ge
do %8Ga (26)
Acido/acetona 91 +3 82+6 81+6 82 + 10 82 + 15
Basico 79+ 1 81+ 17 93 +1 98 + 3 64 7

6.6- Marcacédo do DOTATOC com °8Ga

O °Ga foi purificado em meio de acetona/HCI e o melhor resultado de
rendimento da marcacdo foi de 26% em um sistema manual e a pureza radioquimica
foi de 98% de DOTATOC marcado com °8Ga. O rendimento de marcacdo esta de
acordo o resultado apresentado por Decristoforo et al (2007) (<35%) em um sistema
semi-automatico. Resultados apresentados na literatura em sistemas automaticos tém
um rendimento superior a 95% (Zhernosekov et al, 2007). Os sitemas automatizados
fazem com que o operador ndo manipule nenhum dos reagentes durante o processo,
que acontece em sistema fechado, o que favorece a diminuicdo da dose de radiacédo

para o colaborador e o risco de contaminacdo por pirogénios.
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6.6.1 — Comparacédo da marcacdo do DOTATATO com °8Ga purificado e

nao purificado

A TAB. 30 sumariza os resultados de marcacdo do DOTATATO com o °®Ga
obtido através de diferentes meios de purificacdo e comparado com o °®Ga sem a

purificacao prévia.

TABELA 30 — Comparacgao dos resultados de pureza radioquimica da marcacdo do

DOTATATO com °8Ga em diferentes meios

Obtencéao do *®Ga Rendimento de

Marcacéo (%6)

%8Ga sem purificacdo prévia 13,5
%8Ga purificado em coluna de extracdo (XAD-16)/éter diisopropilico 19,9

%8Ga purificado em resina catidnica em meio basico 34,3

Os resultados mostram que a purificacdo em resina catiénica em meio basico,
proposta neste trabalho, mostrou rendimento de marcacdo superior em relacdo a
marcacdo direta sem a purificacdo do °®Ga. O método de purificacdo em coluna de
extracdo mostrou bons resultados de purificagdo, mas ndo foram reprodutiveis. O
maior problema é o preparo da resina e a sua conservacao. Além disso, requer 0 uso

de HClI concentrado no  processo, situacdo ndo ideal a principio.



109

7. CONCLUSAO

Um método de purificacdo do °®Ga inédito foi desenvolvido neste trabalho, que
usa resina catibnica em meio de NH,OH. Este método apresentou os melhores niveis
de purificagcdo entre os métodos estudados, compativel com o método comercial, que
emprega também a resina catibnica em meio de acetona/HCI. A vantagem deste
método é a separacdo do °®Ga e o Zn (°°Zn), que foi a principal impureza encontrada
neste trabalho. Ao contrario dos trabalhos publicados na literatura, em que o Fe é
principal impureza encontrada.

O método proposto tem a vantagem de evitar o uso de um solvente orgénico, a
acetona, e de HCI, que sempre pode aumentar o nivel de impurezas metalicas.

Outro método inédito que mostrou resultados promissores foi 0 uso da extragdo
em coluna, com éter diisopropilico adsorvido em resina XAD. O preparo e a
conservacao do sistema é o ponto mais importante a ser desenvolvido e que leve a
resultados reprodutivos.

A purificacdo do °®Ga realizada em resina catidnica em meio de acetona/HClI,
baseada no trabalho de Zhernosekov (2007). Entretanto a resina que utilizada neste
trabalho ndo é comercialmente disponivel. Dentre diversas resinas catibnicas
estudadas, a AG50W-X8 (200-400 mesh) apresentou resultados comparaveis a resina
usada no trabalho original em relacdo a recuperacdo do ®®Ga e a reducdo das

impurezas quimicas.
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